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involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance: the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



19 December 2000 



Date of mailing of the international search report 



1 h. 01 01 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswifr 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



HORNIG H. 



Form PCT7ISA/210 (second sheet) (Xiiy 1992) 



page 1 of 3 



INTERT^^ 



ONAL SEARCH REPORT 



al Application No 

PCT/EP 00/07252 



C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 1 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



GRAHAM- LORENCE SANDRA ET AL: "An active 
site substitution, F87V, converts 
cytochrome P450 BM-3 into a regio- and 
stereoselective (14S,15R)-arachidonic acid 
epoxygenase. " 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol. 272, no. 2, 1997, pages 1127-1135, 

XP002155914 

ISSN: 0021-9258 

the whole document 

TRUAN GILLES ET AL: "Thr268 in substrate 
binding and catalysis in P450BM-3." 
ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS, 
vol. 349, no. 1, 

1 January 1998 (1998-01-01), pages 53-64, 
XP002155915 
ISSN: 0003-9861 
the whole document 

YE0M HYEYE0NG ET AL: "The role of Thr268 
in oxygen activation of cytochrome 
P450-BM-3." 
BIOCHEMISTRY, 

vol. 34, no. 45, 1995, pages 14733-14740, 
XP0O2155916 
ISSN: 0006-2960 
the whole document 

KLEIN M L ET AL: "CRITICAL RESIDUES 

INVOLVED IN FMN BINDING AND CATALYTIC 

ACTIVITY INCYT0CHR0ME P450BM-3" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL 

CHEMISTRY, US.AMERICAN SOCIETY OF 

BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, MD, 

vol . 268, no. 10, 

5 April 1993 (1993-04-05), pages 

7553-7561, XPO00565661 

ISSN: 0021-9258 

the whole document 

GB 2 294 692 A (BRITISH GAS PLC) 
8 May 1996 (1996-05-08) 
the whole document 



-/- 



1-3, 

7-13,16, 
17 



1,2,7-11 



1,2,7-11 



1,2,7-11 



1,2,7-11 



Form PCTVtSA/210 (continuation ol second sheet) (July 1992) 



page 2 of 



3 



INTERNA 



SEARCH REPORT 



"^^^Eation 



n No 

PCT/EP OO/07252 



C(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° 



p,x 



Citation of document, with indication. where appropriate, of the relevant passages 



SCHWANEBERG U ET AL: "P450 monooxygenase 
in biotechnology - I- Single-step, 
large-scale purification method for 
cytochrome P45G BM-3 by ani on-exchange 
chromatography" 

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY A,NL,ELSEVI ER 
SCIENCE, 

vol. 848, no. 1-2, 

2 July 1999 (1999-07-02), pages 149-159, 
XP0O41 72008 
ISSN: 0021-9673 
the whole document 

W0 00 31273 A (BELL STEPHEN GRAHAM 
;CARMICHAEL ANGUS BISHOP (GB) ; WONG LUET 
L0K () 2 June 2000 (2000-06-02) 
claims 1-20 



Relevant to claim No. 



1-3,7-11 



Form PCT71SA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



page 3 of 3 



INTERNATj^VL SEARCH REPORT ^pmauonal application No. 

PCT/EP 00/07252 




Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 
1. ( I Claims Nos.: 

— because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



| | Claims Nos.: 

"~ ' because they relate to pans of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful intemauonal search can be carried out : specifically: 



□ 



Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple inventions in this intemauonal application, as follows: 



See supplemental sheet 



1 | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant this international search report covers all 
searchable claims . 

2 . [ | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 

covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. j )( I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
■ — restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 

Claims Nos. 1, 2 (in full), 3, 6-13, 15-17 (in part) 

Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search tees. 
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The International Searching Authority has found that this international application contains 
multiple inventions, as follows: 

1. Claims Nos. 1, 2 (in full) 3, 6-13, 15-17 (in part) 

Modified cytochrome P450 monooxygenase which, due to the site-specific mutagenesis 
of the substrate-binding area thereof, exhibits, in comparison to the wild type, a 
modified substrate profile during the terminal and/or subterminal enzymatic 
hydroxylation of aliphatic carboxylic acids; 

said enzyme derived from cytochrome P450 monooxygenases of bacterial origin; said 
enzyme derived from Bacillus megaterium with an amino acid sequence in accordance 
with SEQ ID No. 2, which comprises at least one functional mutation in one of the 
following amino acid sequence domains: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224 
and 352-356, with the provision that more than one of these domains is mutated when 
the enzyme carries the mutation F87A; said monooxygenase characterized in that it 
exhibits a single V26T amino acid substitution; nucleic acid that codes for said 
monooxygenase; expression construct containing said nucleic acid; vector comprising 
said expression product; recombinant microorganism that is transformed with at least 
one said vector; said microorganism which is selected among bacteria of the genus 
Escherichia; method for preparing terminal or subterminal hydroxylated aliphatic 
carboxylic acids using said monooxygenase that is characterized by a single V26T 
amino acid substitution; said method which is characterized in that a C8-C30 
monocarboxylic acid or a derivative thereof is used as a hydroxylatable carboxylic acid; 
said method which is characterized in that the reaction is carried out in the presence of 
an electron donor or reduction equivalent selected among NADH, NADPH and 
Zn/Co(III)sepulchrate. 



2. Claims Nos. 3, 6-13, 16, 17 (in part) 

As in Invention No. 1, but limited to a monooxygenase of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and with a single amino acid 
substitution R47R. 

3. Claims Nos. 3, 6-13, 15-17 (in part) 

As in Invention No. 1 , but limited to a monooxygenase of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and with a single ammo acid 
substitution S72G. 

4. Claims Nos. 3,6-13, 15-17 (in part) 

As in Invention No. 1 , but limited to a monooxygenase of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and with a single ammo acid 
substitution A74G. 
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5. Claims Nos. 3, 6-13, 15-17 (in part) 

As in Invention No. 1, but limited to a monooxygenase of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and with a single amino acid 
substitution F87V. 

6. Claims Nos. 3,6-13, 16, 17 (in part) 

As in Invention No. 1 , but limited to a monooxygenase of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and with a single amino acid 
substitution L188z, wherein z represents an amino acid selected among K, R, W, Q, N, 
G, A and S. 



7. Claims Nos. 3, 6-13, 15-17 (in part) 

As in Invention No. 1, but limited to a monooxygenase of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and with a single amino acid 
substitution M354T. 



8. Claims Nos. 3-5, 7-14, 16, 17 (in part) 

Monooxygenase of Bacillus megaterium with an amino acid sequence in accordance 
with SEQ ID No. 2 and each containing at least one functional mutation in the amino 
acid domains 86-88 and 172-224; said monooxygenase characterized in that it has an 
amino acid substitution mutant F87V; nucleic acid that codes for said monooxygenase; 
expression construct that contains said nucleic acid; vector that comprises said 
expression product; recombinant microorganism that is transformed with at least one 
said vector; said microorganism selected among bacteria of the genus Escherichia; 
method for preparing terminal or subterminal hydroxylated aliphatic carboxylic acids 
using said monooxygenase that is characterized by a functional mutation in amino acid 
domains 86-88 and 172-224, whereby one amino acid substitution mutate must be 
F87V; said method which is characterized in that a C8-C30 monocarboxylic acid or a 
derivative thereof is used as a hydroxylatable carboxylic acid; said method which is 
characterized in that the reaction is carried out in the presence of an electron donor or 
reduction equivalent selected among NADH, NADPH and Zn/Co(III)sepulchrate. 

9. Claims Nos. 3-5, 7-14, 16, 17 tin part) 

As in Invention No. 8, but limited to monooxygenases of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and each containing at least one 
functional mutation in amino acid domains 86-88 and 172-224, whereby the 
monooxygenases have the amino acid substitution pattern F87A, L188K or F87V 
L188K. 
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10. Claims Nos. 3-5, 7-14, 16, 17 (in part) 

As in Invention No. 8, but limited to monooxygenases of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and each containing at least one 
functional mutation in amino acid domains 86-88 and 172-224, whereby the 
monooxygenases have the amino acid substitution pattern F87A, L188K, A74G or 
F87V,L188K, A74G. 

1 1 . Claims Nos. 3-5, 7-17 (in part) 

As in Invention No. 8, but limited to monooxygenases of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and each containing at least one 
functional mutation in amino acid domains 86-88 and 172-224, whereby the 
monooxygenases have the amino acid substitution pattern F87A, L188K, A74G, R47F 
or F87V, L188K, A74G, R47F. 

12. Claims Nos. 3-5, 7-17 (in part) 

As in Invention No. 8, but limited to monooxygenases of Bacillus megaterium with an 
amino acid sequence in accordance with SEQ ID No. 2 and each containing at least one 
functional mutation in amino acid domains 86-88 and 1 72-224, whereby the 
monooxygenases have the amino acid substitution pattern F87A, L188K, A74G, R47F, 
V26T or F87V, L188K, A74G, R47F, V26T. 
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Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 
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INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar i 



tionales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07252 



erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt2auf Blatt1)| 
GemaB Artlke! I7(2)a) wurde aus folgenden GrGnden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. 1 1 Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. j j Anspruche Nr. 



weil sie sich auf Teiie der internationalen Anmeldung beziehen, die den voraeschriPhpnpn Anf ft rH fl „,. n 
da<3 e.ne sinnvolle internationaie Recherche nicht durchgeffihrt ^nS^m^ Anfor derungen so wemg entsprechen, 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt si, 



sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (For tsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 
Die intemationale Recherchenbehorde ha, festgeste.lt. daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



3. 



Anspruche 1, 2 komplett, 3, 6-13, 15-17 parti ell. 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs I I Die zusatzliehpn fiphr.hrpn ^ 

H I | uie zusatz "cnen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

□ DieZan,un 9zusatzlicherRecherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
Formblatt PCT/1SA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 
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Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
intemationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
nam! i ch : 

1. Anspriiche: (l,2)-komplett, (3,6-13,15-17)-partiel 1 

Modifizierte Cytochrom P450 Monooxygenase, welche durch 
ortsspezifische Mutagenese ihres Substrat-bindenden Bereichs 
im Vergeleich zum Wildtyp ein verandertes Substratprof i 1 bei 
der terminal en und/oder subterminalen enzymatischen 
Hydroxyl ierung von aliphatischen Carbonsauren zeigt; 
besagtes Enzym, abgeleitet von Cytochrom P450 Monooxygenasen 
bakteriellen Ursprungs; besagtes Enzym, abgeleitet von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, welches wenigstens in eine funktionelle Mutation in 
einem der folgenden Aminosauresequenzbereiche aufweist: 
24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224; und 352-356, mit 
der Massgabe, dass mehr als eine dieser Bereiche mutiert 
ist, wenn das Enzym die Mutation F87A tragt; besagte 
Monooxygenase, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine 
einzelne V26T Aminosauresubsi tut ion aufweist; Nukleinsaure 
kodierend fur besagte Monooxygenase; Expressionskonstrukt, 
enthaltend besagte Nukleinsaure; Vektor, umfassend besagtes 
Expressionsprodukt; Rekombinierter Mikroorganismus, 
transformiert mit wenigstens einem besagten Vektor; besagter 
Mikroorganismus, ausgewahlt unter Bakterien der Gattung 
Escherichia; Verfahren zur Hers tel lung von terminal oder 
subterminal hydroxyl i erten aliphatischen Carbonsauren 
mittels besagter Monooxygenase, gekennzeichnet durch eine 
einzelne V26T Aminosauresubsi tut ion; besagtes Verfahren, 
dadurch gekennzeichnet, dass man als hydroxyl ierbare 
Carbonsaure eine C8-C30-Monocarbonsaure oder ein Deri vat 
davon einsetzt; besagtes Verfahren, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Reaktion in Gegenwart eines Elektronendonors 
oder Reduktionsaquivalent, ausgewahlt unter NADH, NADPH und 
Zn/Co (III) sepul chrat , durchf uhrt . 



2. Anspriiche: (3,6-13,16,17) -partiel 1 

I dan wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
von Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsi tuti on R47F; 



3. Anspriiche: (3,6-13,15-17)-partiell 

Idem wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
von Bacillus megateri urn mi t einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsi tuti on S72G; 



4. Anspriiche: (3,6-13,15-17)-partiell 

Idem wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
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ccn ?n C i n o S tn ?9 at ? riuin mit ei ner Aminosauresequenz gemass 
bEQ id No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsitution A74G; 

5. Anspruche: (3,6-13,15-17)-partiell 

Idem wie Erf indung l, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
c?n ?n C l n o S me ? at ? rium mit finer Aminosauresequenz gemass 
bEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsitution F87V; 

6. Anspruche: (3,6-13,16,17)-partiell 

Idem wie Erf indung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 

K 0 ! 11 !! 8 me 9 ateriuI " mit einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsitution 

h I u'n W 2 r i n . Z f " r e ein e Aminosaure, ausgewahlt unter 
K,R,W,Q,N,G,A und S steht; 

7. Anspruche: (3,6-13,15-17)-partiell 

Idem wie Erf indung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
SS ?n C K, o S me ? aterium mit einer Aminosauresequenz gemass 
bEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsitution M354T; 

8. Anspruche: (3-5,7-14,16,17)-partiell 

Monooxygenase von Bacillus megaterium mit einer 
Aminosauresequenz gemass SEQ ID No.2, enthaltend wenigstens 
it tl ne f un $tionale Mutation in den Aminosaurebereichen 
86-88 und 172-224; besagte Monooxygenase, gekennzeichnet, 
dass sie eine Ami nosauresubstitutionsmutante F87V aufweist- 
Nukleinsaure kodierend fur besagte Monooxygenase - 
Expressionskonstrukt, enthaltend besagte Nukleinsaure- 
Vektor, umfassend besagtes Expressionsprodukt- 
Rekombimerter Mikroorganismus, transform! ert 'mi t wenigstens 
einem besagten Vektor; besagter Mikroorganismus, ausgewahlt 
unter Baktenen der Gattung Escherichia; Verfahren zur 
Herstellung von terminal oder subterminal hydroxyl i erten 
aliphatischen Carbonsauren mittels besagter Monooxygenase 
gekennzeichnet durch eine funktionale Mutation in den 
Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei eine 
Ami nosauresubstitutionsmutante F87V sein muss; besagtes 
Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass man als 
hydroxyl lerbare Carbonsaure eine C8-C30-Monocarbonsaure oder 
ein Den vat davon einsetzt; besagtes Verfahren, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Reaktion in Gegenwart eines 
Elektronendonors oder Reduktionsaquivalent, ausgewahlt unter 
NADH, NADPH und Zn/Co(I II) sepulchral, durchfuhrt 



9. Anspruche: (3-5,7-14,16,17)-partiell 
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Idem wie Erfindung 8, aber beschrankt auf Monooxygenasen von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation 
in den Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei die 
Monooxygenasen das Aminosauresubsti tutionsmuster F87A, L188K 
oder F87V, L188K aufweisen; 



10. Anspruche: (3-5,7-14,16,17)-partiell 

Idem wie Erfindung 8, aber beschrankt auf Monooxygenasen von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation 
in den Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei die 
Monooxygenasen das Aminosauresubsti tutionsmuster F87A, 
L188K, A746 oder F87V, L188K, A74G aufweisen; 



11. Anspruche: (3-5,7-17)-partiell 

Idem wie Erfindung 8, aber beschrankt auf Monooxygenasen von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation 
in den Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei die 
Monooxygenasen das Aminosauresubsti tutionsmuster F87A, 
L188K, A74G, R47F oder F87V, L188K, A746, R47F aufweisen; 



12. Anspruche: (3-5,7-17)-partiel 1 

I dan wie Erfindung 8, aber beschrankt auf Monooxygenasen von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation 
in den Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei die 
Monooxygenasen das Aminosauresubsti tutionsmuster F87A, 
L188K, A74G, R47F, V26T oder F87V, L188K, A746, R47F, V26T 
aufweisen; 
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Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

M/40434-PCT 
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Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07252 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/07/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

21 707 f j f 1999 


Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 1 8 ubermittelt. Eine Kopie wird dem internationalen Buro Gbermittelt. 



.Blatter. 



Dieser intemationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _8 

□ Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Berichts 

a Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I — I Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
1 — 1 Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
b Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls du rchgef uhrt worden , das 

□ 
□ 
□ 



in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist 
zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 



2. 
3. 



Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
I — I Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| | Bestimmte Anspriiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
|X| Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|T| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

rgn wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

^ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld ill angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
— Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — ] 

□ wie vom Anmelder vorgeschlagen □ keine der Abb. 

[X| weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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Internationales Aktenzeichen 


INTERNATION/^^ RECHERCHENBERICHT 


PCT/EP 00/07252 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

da(3 eine sinnvolle internationate Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daR diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
2 ' I 1 zusatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3 I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. I y I Qer Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fa(3t: 

Anspruche 1, 2 komplett, 3, 6-13, 15-17 partiell. 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

P | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Die internationale Recherchenbehorde hat festgestel 1 t, daB diese 
intemationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: (l,2)-komplett, (3,6-13,15-17)-partiel 1 

Modifizierte Cytochrom P450 Monooxygenase, welche durch 
ortsspezifische Mutagenese ihres Substrat-bindenden Bereichs 
im Vergeleich zum Wildtyp ein verandertes Substratprofil bei 
der terminal en und/oder subterminalen enzymati schen 
Hydroxy! ierung von al iphati schen Carbonsauren zeigt; 
besagtes Enzym, abgeleitet von Cytochrom P450 Monooxygenasen 
bakteriellen Ursprungs; besagtes Enzym, abgeleitet von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, welches wenigstens in eine funktionel le Mutation in 
einem der folgenden Aminosauresequenzbereiche aufweist: 
24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224; und 352-356, mit 
der Massgabe, dass mehr als eine dieser Bereiche mutiert 
ist, wenn das Enzym die Mutation F87A tragt; besagte 
Monooxygenase, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine 
einzelne V26T Aminosauresubsi tution aufweist; Nukleinsaure 
kodierend fur besagte Monooxygenase; Expressionskonstrukt, 
enthaltend besagte Nukleinsaure; Vektor, umfassend besagtes 
Expressionsprodukt; Rekombinierter Mikroorganismus, 
transformiert mit wenigstens einem besagten Vektor; besagter 
Mikroorganismus, ausgewahlt unter Bakterien der Gattung 
Escherichia; Verfahren zur Hers tel lung von terminal oder 
subterminal hydroxyl ierten al iphati schen Carbonsauren 
mittels besagter Monooxygenase, gekennzeichnet durch eine 
einzelne V26T Aminosauresubsi tution; besagtes Verfahren, 
dadurch gekennzeichnet, dass man als hydroxyl i erbare 
Carbonsaure eine C8-C30-Monocarbonsaure oder ein Deri vat 
davon einsetzt; besagtes Verfahren, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Reaktion in Gegenwart eines Elektronendonors 
oder Reduktionsaquivalent, ausgewahlt unter NADH, NADPH und 
Zn/Co ( 1 1 1 ) sepul chrat , durchf tihrt . 



2. Anspruche: (3,6-13,16,17) -partiel 1 

Idem wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
von Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Ami nosauresubsi tution R47F; 



3. Anspruche: (3,6-13,15-17) -partiel 1 

Idem wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
von Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsi tution S72G; 



4. Anspruche: (3,6-13,15-17) -parti ell 

Idem wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
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von Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsi tution A74G; 



5. Anspruche: (3,6-13,15-17) -partiel 1 

Idem wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
von Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsi tution F87V; 



6. Anspruche: (3,6-13, 16,17) -partiell 

Idem wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
von Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsi tution 
L188z, worin z ftir eine Aminosaure, ausgewahlt unter 
K,R,W,Q,N,G,A und S steht; 



7. Anspruche: (3,6-13,15-17)-partiell 

Idem wie Erfindung 1, aber beschrankt auf eine Monooxygenase 
von Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass 
SEQ ID No. 2, mit einer einzelnen Aminosauresubsi tution M354T; 



8. Anspruche: (3-5,7-14,16,17)-partiell 

Monooxygenase von Bacillus megaterium mit einer 
Aminosauresequenz gemass SEQ ID No. 2, enthaltend wenigstens 
je eine funktionale Mutation in den Aminosaurebereichen 
86-88 und 172-224; besagte Monooxygenase, gekennzeichnet, 
dass sie eine Aminosauresubstitutionsmutante F87V aufweist; 
Nukleinsaure kodierend fur besagte Monooxygenase; 
Expressionskonstrukt, enthaltend besagte Nukleinsaure; 
Vektor, umfassend besagtes Expressionsprodukt; 
Rekombinierter Mi kroorgani smus, transformiert mit wenigstens 
einem besagten Vektor; besagter Mi kroorgani smus, ausgewahlt 
unter Bakterien der Gattung Escherichia; Verfahren zur 
Herstellung von terminal oder subterminal hydroxyl ierten 
aliphatischen Carbonsauren mittels besagter Monooxygenase, 
gekennzeichnet durch eine funktionale Mutation in den 
Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei eine 
Aminosauresubstitutionsmutante F87V sein muss; besagtes 
Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass man als 
hydroxyl ierbare Carbonsaure eine C8-C30-Monocarbonsaure oder 
ein Deri vat davon einsetzt; besagtes Verfahren, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Reaktion in Gegenwart eines 
Elektronendonors oder Reduktionsaquivalent, ausgewahlt unter 
NADH, NADPH und Zn/Co(III)sepulchrat, durchfuhrt. 



9. Anspruche: (3-5,7-14,16,17)-partiell 



Seite 2 von 3 



Internationales AktenzeichenPCT/EP 00 707252 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Idem wie Erfindung 8, aber beschrankt auf Monooxygenasen von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation 
in den Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei die 
Monooxygenasen das Aminosauresubsti tutionsmuster F87A, L188K 
Oder F87V, L188K aufweisen; 



10. Anspruche: (3-5,7-14,16,17)-partiell 

Idem wie Erfindung 8, aber beschrankt auf Monooxygenasen von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation 
in den Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei die 
Monooxygenasen das Aminosauresubsti tutionsmuster F87A, 
L188K, A74G oder F87V, L188K, A74G aufweisen; 



11. Anspruche: (3-5,7-17)-partiell 

Idem wie Erfindung 8, aber beschrankt auf Monooxygenasen von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation 
in den Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei die 
Monooxygenasen das Aminosauresubsti tutionsmuster F87A, 
L188K, A74G, R47F oder F87V, L188K, A74G, R47F aufweisen; 



12. Anspruche: (3-5,7-17)-partiell 

Idem wie Erfindung 8, aber beschrankt auf Monooxygenasen von 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemass SEQ 
ID No. 2, enthaltend wenigstens je eine funktionale Mutation 
in den Aminosaurebereichen 86-88 und 172-224, wobei die 
Monooxygenasen das Aminosauresubsti tutionsmuster F87A, 
L188K, A74G, R47F, V26T oder F87V, L188K, A74G, R47F, V26T 
aufweisen; 
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(54) Title: MODIFIED CYTOCHROME P450 MONOOXYGENASES 



^ (54) Bezeiehnung: MODIFIZIERTE CYTOCHROM P450-MONOOXYGENASEN 

[5! (57) Abstract: The invention relates to modified cytochrome P450 monoxygenases comprising a modified substrate profile, to nu- 
I/} c ieic acid sequences that code therefor, to expression constructs and vectors, and to recombinant microorganisms which contain these 

vectors. The invention also relates to methods for microbiologically producing terminally or subterminally hydroxylated aliphatic 

carboxylic acids. 

l-H 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft modifizierte Cytochrom P450-Monooxygenasen mit verandertem Sub- 
Q stratprofil, dafur kodierende Nukleinsauresequenzen, Expressionskonstrukte und Vektoren, rekombinante Mikroorganismen, welche 

diese Vektoren enthalten sowie Verfahren zur mikrobiologischen Herstellung terminal oder subterminal hydroylierter aliphatischer 
^ Carbonsauren. 
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Modif iziert Cytochrom P450-Monooxygenasen 



Die vorli gende Erf indung b trifft modif izierte Cytochrom 
5 P 450-Monooxygenasen mit verandertem Substratpr fil, dafur kodxe- 
rende Nukleinsauresequenzen, Expressionskonstrukte und Vektoren, 
rekombinante Mikroorganismen, welche diese Vektoren enthalten so- 
wie Verfahren zur mikrobiologischen Herstellung terminal Oder 
subterminal hydroxy lierter aliphatischer Carbonsauren. 
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Die Monooxygenase mit der Bezeichnung P450 BM-3 ist ein Cytochrom 
P450-En 2 ym aus Bacillus megaterium und besitzt eine ausgepragte 
Seguenzhomologie mit P450-Enzymen aus Saugern (1). Aufgrund dxe- 
ser ubereinstimmungen stellt P450 BM-3 ein ausgezeichnetes Mo- 
15 dellsystem fUr diese Klasse von P450-Enzymen dar. P450 BM-3 hy- 
droxyliert in erster Linie langkettige gesattigte Fettsauren an 
ihrem (D-1-, <o-2- und <o- 3 -Kohlenstof fatom. Amide oder Alkoholana- 
loga und Epoxide langkettiger ungesattigter Fettsauren werden 
ebenfalls umgesetzt (1-3). Die katalytische Aktivitat ^r gesat- 
20 tigte Fettsauren ist abhangig von der Kettenlange, wobex das Ket- 
tenlangen-Optimum bei 14 bis 16 Kohlenstof f atomen liegt. Das En- 
zym zeigt keine katalytische Aktivitat fur Fettsauren mit erner 
Kettenlange von weniger als 12 Kohlenstof f atomen (1). 

25 g»««mmenf «Ff««ng der Erfindung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, Cytochrom 
P450-Monooxygenase-Mutanten bereitzustellen, welche im Verglexch 
zum Wildtyp-Enzym ein modif iziertes Substratprof il zeigen. Insbe- 

30 sondere sollten neue Mutanten bereitgestellt werden, welche ge- 
sattigte aliphatische Carbonsauren in anderer Kettenposxtion hy- 
droxylieren und/oder eine veranderte Substratspezif itat besrtzen. 
vor- allem sollten Mutanten- bereitgestellt werden, welche kataly- 
tische Aktivitat gegeniiber aliphatischen Carbonsauren mittlerer 

35 Kettenlange, insbesondere mit einer Kettenlange von 8 bis 12, wie 
z B 8 bis 10 Kohlenstof f atomen besitzen, und dxese subtermxnal, 
vor allem an den Positionen co-1, (0-2 und/oder co-3 hydroxy lieren. 

Diese Auf gaben wurden uberraschenderweise gelost durch Bereit- 
40 stellung modif izierter Cytochrom P450-Monooxygenasen, welche 

durch eine Kombination aus gerichteter Evolution und ortsspezxf x- 
scher Mutagenese ihres Substrat-bindenden Bereichs xm Verglexch 
zum Wildtyp ein verandertes Reaktivitatsmuster bzw. Substratpro- 
fil bei der terminalen und/oder subterminalen enzymatischen Hy- 
45 droxylierung von aliphatischen Carbonsauren zeigen. 
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Detaillierte Beschreibuna ri P r srfinrinng 

Fiir erf indungsgemaBe Mutanten ist im Vergleich zum Wildtyp-Enzym 
ein "verandertes Substratprof il» zu beobachten. Ein "verandertes 
5 Substratprofil" bedeutet in Rahmen der vorliegenden Erfindung a) 
eine Verbesserung der Reaktivitat, wie z. b. eine Erhohung der 
spezifischen Aktivitat (ausgedriickt als nmol umgesetzte Carbon- 
saure/Minute/nmol P450-Enzym) und/oder wenigstens eines kineti- 
schen Parameters, ausgewahlt unter Kcat, Km und Kcat/Km, z.b. um 
10 mindestens 1 %, wie z. B. 10 bis 1000 %, 10 bis 500 %, oder 10 
bis 100 %, der Mutante gegenuber zumindest einer hydroxylierbaren 
aliphatischen Carbonsaure Oder einem hydroxylierbaren Der ; vat ei- 
ner aliphatischen Carbonsaure und/oder b) eine Veranderung, ins- 
besondere Erhohung, der Regioselektivitat bei der Carbonsaure- Hy- 
15 droxylierung. So ist z.B. eine Verschiebung der bevorzugten ter- 
minalen oder subterminalen (co-1, co-2, o>-3, co-4, insbesondere co-1 
bis to-3) Hydroxy lierungsposition an wenigstens einer hydroxylier- 
baren Carbonsaure oder einem hydroxylierbaren Derivat einer ali- 
phatischen Carbonsaure. Hydroxy lierbare aliphatische Carbonsauren 
20 Oder Derivate davon, bei denen erfindungsgemaB ein "verandertes 
Substratprofil" zu beobachten ist, sind verzweigte oder vorzugs- 
weise geradkettige Carbonsauren mit 8 bis 30 Kohlenstof f atomen . 
Die erfindungsgemaBe Veranderung des Substratprof ils kann dabei 
iiber den gesamten GroBenbereich (d. h. C 8 -C 30 ) oder nur in Teilbe- 
25 reichen, z. B. bei C 8 -C 12 -, C 10 -C 12 -, C 12 -C 30 -, C 12 -C 25 - oder 

Ci 2 -C 20 -Carbonsauren oder bei einzelnen Carbonsauren aus diesen 
Teilbereichen ausgepragt sein. 

Als nichtlimitierende Beispiele fur erfindungsgemaB hydroxylier- 
30 bare Carbonsauren sind zu nennen: Capryl-, Pelargon-, Caprin-, 
Undecan-, Laurin-, Tridecan-, Myristin-, Pentadecan-, Paimitin-, 
Margarin-, Stearin-, Nonadecan-, Arachin-, Behen-, Lignocerin-, 
Cerotin- und Melissinsaure. Beispiele fiir geeignete Carbonsaure- 
derivate sind Ci-C 4 -Alkylester, Amide oder Anhydride mit vorzugs- 
35 weise kurzkettigen Ci-C 4 -CarbonsSuren. 

Die erfindungsgemaBen Monooxygenasen sind vorzugsweise abgeleitet 
von Cytochrom P450 Monooxygenasen der Enzymklasse E.C. 1.14.-.-, 
insbesondere aus der P450-Familie CYP102, und sind eukaryotischen 
40 oder prokaryotischen , insbesondere bakteriellen Ursprungs. 

Eine besonders bevorzugte Gruppe von Mutanten ist abgeleitet von 
Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium mit ei- 
ner Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine 
45 funktionale Mutation in einem der folgenden Aminosauresequenzbe- 
reiche aufweist: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82 (helix 5), 86-88 (he- 
lix 6), 172-224 (F/G-loop) und 352-356 (fl-strand 8), mit der MaB- 
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gabe, dass mehr als einer dieser Bereiche mutiert ist, wenn das 
Enzym die Mutation F87A tragt; sowie funktionale Aquivalente die- 
ser Mutanten. 

5 Die jeweilige Mutation wird im Rahmen der vorliegenden Beschrei- 
bung im Aminosaure-Einbuchstabencode angegeben. Vor der Zahl, 
welche die Sequenzposition der Mutation bezeichnet, ist die ur- 
spriingliche Aminosaure, nach der Zahl die modifizierte Aminosaure 
angegeben . 

10 

Eine "funktionale Mutation" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
umfasst einen Aminosaureaustausch in den genannten Sequenzberei- 
chen, welcher zu einem "veranderten Reaktivitatsmuster" bzw. 
"veranderten Substratprof il" gemafl obiger Definition fuhrt. 

15 Besonders bevorzugt sind erf indungs gemaB P450 BM-3-Monooxygenase- 
Mutanten (Gruppe (A)), welche wenigstens je eine funktionale Mu- 
tation in den Aminosauresequenzbereichen 86-88, 172-224, 73-82, 
45-51 und 24-28 (gemaA SEQ ID NO: 2) einzeln oder in Kombination 

20 umfassen. 

So kann beispielsweise Phe87 ersetzt sein durch eine Aminosaure 
mit aliphatischer Seitenkette, wie z. B. Ala, Val, Leu, insbeson- 
dere Val oder Ala; Leul88 kann ersetzt sein durch eine Aminosaure 

25 mit Amin- oder Amid-Seitenkette, wie z. B. Asn, Gin, Arg oder 
insbesondere Lys, oder Aminos auren wie Ala, Gly, Ser und Trp; 
Ala74 kann ersetzt sein durch eine andere Aminosaure mit alipha- 
tischer Seitenkette, wie z. B. Val und insbesondere Gly; Arg47 
kann ersetzt sein durch eine Aminosaure mit ringfSrmiger Seiten- 

30 gruppe, wie z.B. His, Tyr oder insbesondere Phe; und Val26 kann 
ersetzt sein durch eine Aminosaure mit Hydroxyl-Seitengruppe, wie 
z.B. Ser oder insbesondere Thr. 

Bevorzugte Gruppe (A) -Mutanten weist wenigstens eines der folgen- 
35 den Aminos auresubstitutionsmuster auf: 



a) 


F87V; 




b) 


F87A, 


L188K; 


c) 


F87V, 


L188K; 


40 d) 


F87A, 


L188K; 


e) 


F87V, 


L188K, 


f) 


F87A, 


L188K, 


g) 


F87V, 


L188K, 


h) 


F87A, 


L188K, 


45 i) 


F87V, 


L188K, 



A74G; 
A74G; 

A74G, R47F; 

A74G, R47F; 

A74G, R47F, V26T; oder 

A74G, R47F, V26T; 
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sowie f unktionale Aquivalente davon. 

Eine weitere Gruppe, Gruppe (B), geeigneter Mutanten weist eine 
einzelne Aminosauresubstitution in einem der oben genannten Se- 
5 quenzbereiche oder in einem der Sequenzbereiche 70-72 und 352-356 
auf. In den beiden letztgenannten Sequenzbereichen kann bei- 
spielsweise Ser72 ersetzt sein durch eine Aminosaure mit alipha- 
tischer Seitenkette, wie z. B. Ala, Val, Leu, Lie und insbeson- 
dere Gly, und Met354 kann ersetzt sein duech eine Aminosaure mit 
10 Hydroxyl-Seitengruppe, wie z.B. Ser oder insbesondere Thr. 

Insbesondere weisen Mutanten der Gruppe (B) eine der folgenden 
Aminosauresubstitutionen auf: 
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15 a) V26T, 

b) R47F, 

c) S72G, 

d) A74G, 

e) F87V, 

20 f > L188z ' woril > z fiir K, R, W/ Q, N , G, A oder S steht, 
und 

g) M354T; 



25 



sowie f unktionale Aquivalente davon, 



Unter "f unktionalen Aquivalenten" ver steht man erf indungsgemafi 
Mutanten, welche in wenigstens einer der oben genannten Sequenz- 
positionen eine andere als die konkret genannte Aminosauresubsti- 
tution auf weisen, aber trotzdem zu einer Mutante fuhren, die 
30 ebenso wie die konkret genannte Mutante ein gegeniiber dem Wildtyp 
"verandertes Substratprof il" gemaB obiger Definition zeigen. 
Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann gegeben, wenn 
die Veranderungen im Reaktivitatsmuster qualitativ Ubereinstim- 



men. 



35 



"Funktionale Aquivalente" umfassen naturlich auch P450-Monooxyge- 
nase-Mutanten, welche in gleicher Weise wie die konkret genannten 
P450 BM3-Mutanten durch Mutation von P450-Enzymen aus anderen Or- 
ganismen zuganglich sind. Beispielsweise lassen sich durch Se- 
40 quenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen. Mit 
den modernen Methoden des Molecular Modeling konnen dann in An- 
lehnung an die konkreten Vorgaben der Erfindung aquivalente, das 
Reaktionsmuster beeinf lussende Mutationen vorgenommen werden. 

45 "Funktionale Aquivalente" umfassen ebenso die durch eine oder 

mehrere zusatzliche Aminosaure-Additionen, -Substituenten, -Dele- 
tionen und/oder -Inversionen erhaltlichen Mutanten, wobei die ge- 
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5 

nannten zusatzlichen Veranderungen in jeglicher Sequ nzposition 
auftr t n konn n, solange sie zu einer Mutante mit -verandertem 
Substratprofil" im obig n Sinne fuhren. 

Gegenstand der Erfindung sind aufierdem Nukleinsauresequ nz n, ko- 
dierend fiir eine mutierte Monooxygenase oder ein "funktionales 
Aquivalent" gemafi obiger Definition. Diese Sequenzen sind vor- 
zugsweise von SEQ ID NO: 1 durch Austausch von Codons entspre- 
chend der obigen Aminosauresubstitutionsmuster erhaltlich. 

Erfindungsgemafi umfasst sind auch solche Nukleinsauresequenzen, 
die sogenannte stumme Mutationen umfassen oder entsprechend der 
Codon-Nutzung eins speziellen Ursprungs- oder Wirtsorganismus , im 
Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz verandert sind, 
15 ebenso wie natiirlich vorkoinmende Varianten davon. Erfindungsgemafi 
mit umfasst sind aufierdem durch Degeneration des genetischen Co- 
des (d. h. ohne Veranderung der korrespondierenden Aminosaurese- 
quenz) oder konservative Nukleotidsubstitution (d. h. die korres- 
pondierende Aminosaure wird durch eine andere Aminosaure gleicher 
20 Ladung, Grofle, Polaritat und/oder Loslichkeit ersetzt) erhaltene 
Abwandlungen der Nukleinsaureseguenzen, ebenso wie durch Nukleo- 
tidaddition, -insertion, -inversion oder -deletion veranderte Se- 
quenzen, welche fur eine erfindungsgemafie Monooxygenase mit "ver- 
andertem Substratprofil" kodieren, sowie die korrespondierenden 
25 komplemetaren Sequenzen. 

Gegenstand der Erfindung sind aufierdem Expressionskonstrukte, 
enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer Nuklein- 
sauresequenzen eine fiir eine erfindungsgemafie Mutante kodierende 
30 Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, umfassend wenigstens eines 
dieser Expressionskonstrukte . 

vorzugsweise umf assen. die erf indungsgemafien Konstrukte 5'-stro- 
maufwarts von der jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promotor 
35 und 3'-stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie gegebenenf alls 
weitere ubliche regulative Elemente, und zwar jeweils operativ 
verknupft mit der kodierenden Sequenz. Unter einer operativen 
Verknupfung versteht man die sequent ielle Anordnung von Promotor, 
kodierender Sequenz, Terminator und gegebenenf alls weiterer regu- 
40 lativer Elemente derart, dass jedes der regulativen Elemente 

seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestim- 
mungsgemafi erfullen kann. Beispiele fur operativ verkniipfbare Se- 
quenzen sind Targeting-Sequenzen sowie Translationsverstarker, 
Enhancer, Polyadenylierungssignale, Selektionsmarker , Amplifika- 
45 tionssignale, Replikationsursprunge und dergleichen. 
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Zusatzlich zu den artif iziell n Regulationssequenzen kann di na- 
tiirliche Regulations seguenz vor dem eigent lichen Strukturgen noch 
vorhanden s in. Durch genetische Veranderung kann diese naturli- 
che Regulation gegebenenf alls ausgeschaltet und die Expression 
5 der Gene erhoht oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann 
aber auch einfacher aufgebaut sein f das heiJ3t es werden keine zu- 
satzlichen Regulationssignale vor das Strukturgen insertiert und 
der natiirliche Promotor mit seiner Regulation wird nicht ent- 
fernt. Statt dessen wird die natiirliche Regulationssequenz so mu- 
10 tiert, dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression 
gesteigert oder verringert wird. Die Nukleinsauresequenzen konnen 
in einer oder mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 

Beispiele fiir Promotoren sind: cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, 
15 lpp-, lac-, lpp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, 
SP6-, 1-PR- oder 1-PL-Promotor, die vorteilhaf terweise in gram- 
negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die gram-positiven 
Promotoren amy und SP02, die Hefepromotoren ADC1, MFa , AC, P-60, 
CYC1, GAPDH oder die Pf lanzenpromotoren CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, 
20 usp, STLS1, B33, nos oder der Ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor . 

Prinzipiell konnen alle natiirlichen Promotoren mit ihren Regula- 
tionssequenzen verwendet werden* Dariiber hinaus konnen auch syn- 
thetische Promotoren vorteilhaf t verwendet werden. 

25 

Die genannten regulator ischen Sequenzen so lien die gezielte Ex- 
pression der Nukleinsauresequenzen ennoglichen. Dies kann bei- 
spielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, dass das Gen erst 
nach Induktion exprimiert oder uberexprimiert wird, oder dass es 
30 sofort exprimiert und/oder uberexprimiert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Expression positiv beeinflussen und dadurch erhohen 
oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen 
35 Elemente vorteilhaf terweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "En- 
hancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung 
der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
mRNA verbessert wird. 

40 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten Monooxygenase-Nu- 
kleotidsequenz sowie einem Terminator- oder Polyadenylierungssi- 
gnal. Dazu verwendet man gangige Rekombinations- und Klonierungs- 
45 techniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch 
und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in 
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T J Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, Exp riments with Gene 
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1984) und in Ausubel, F.M. et al., Curr nt Protocols in Molecu- 
lar Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience 
5 (1987) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur 
Expression in einem geeigneten wirtsorganismus vorteilhafterweise 
in einen wirtsspezif ischen Vektor insertiert, der eine optxmale 

10 Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind dem Fach- 
mann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Clonxng Vectors 
(Pouwels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind aufler Plasmxden auch 
alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, wie beispxelswexse 

15 Phagen, Viren, wie SV40, CMV, Baculovirus und Adenovirus, Trans- 
posons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare oder zxrku- 
lare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom xm Wxrtsor- 
ganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 

20 Mit Hilfe der erf indungsgemaBen Vektoren sind rekombinante Mikro- 
organismen herstellbar, welche beispielsweise mit wenxgstens ex- 
nem erf indungsgemaBen Vektor trans formierbar sind und zur Produk- 
tion der Mutanten eingesetzt werden konnen. Vorteilhafterwexse 
werden die oben beschriebenen erf indungsgemaBen rekombxnanten 
25 Konstrukte in ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und exprx- 
miert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelaufxge 
Klonierungs- und Trans fektionsmethoden verwendet, wie bexspxels- 
weise Co-Prazipitation, Protoplastenf usion, Elektroporatxon, re- 
troviral Transfektion und dergleichen, urn die genannten Nuklexn- 
30 sauren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression zu brxngen. 
Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current Protocols xn 
Molecular Biology, F. Ausubel et al., Hrsg., Wiley Interscxence, 
New York 1997, beschrieben. 

35 Als wirtsorganismen sind prinzipxell alle Organismen geeignet, 
die eine Expression der erf indungsgemaBen Nukleinsauren, xhrer 
Allelvarianten, ihrer f unktionellen Aquivalente oder Derivate er 
moglichen. Unter Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterxen, 
Pilze, Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Be 
40 vorzugte Organismen sind Bakterien, wie solche der Gattungen 
Escherichia, wie z. B. Escherichia coli, Streptomyces , Bacxllus 
oder Pseudomonas, eukaryotische Mikroorganismen, wie Saccharomy- 
ces cerevisiae, Aspergillus, hohere eukaryotische Zellen aus Txe 
ren oder Pflanzen, beispielsweise Sf9 oder CHO-Zellen. 



45 
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Gewiinschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organis- 
men wie transgenen Tieren, wi insbesondere Mausen, Schafen oder 
transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei den 
transgenen Organismen kann es sich auch um sogenannte Knock-Out 
5 Tiere oder Pflanzen handeln, in denen das korrespondierende endo- 
gene Gen ausgeschaltet wurde, wie z. B. durch Mutation oder par- 
tielle oder vollstandige Deletion. 

Die Selektion erfolgreich trans formierter Organismen kann durch 
10 Markergene erfolgen, die ebenfalls im Vektor oder in der Expres- 
sionskassette enthalten sind. Beispiele fur solche Markergene 
sind Gene fur Antibiotikaresistenz und fur Enzyme , die eine farb- 
gebende Reaktion katalysieren, die ein Anfarben der trans formier- 
ten Zelle bewirkt. Diese konnen dann mittels automatischer Zell- 
15 sortierung selektiert werden. Erfolgreich mit einem Vektor trans- 
formierte Mikroorganismen, die ein entsprechendes Antibiotikare- 
sistenzgen (z. B. G418 oder Hygromycin) tragen, lassen sich durch 
entsprechende Antibiotika-enthaltende Medien oder Nahrboden se- 
lektieren. Markerproteine, die an der Zelloberf lache prasentiert 
20 werden, konnen zur Selektion mittels Af f initatschromatographie 
genutzt werden. 

Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen 
passenden Vektoren, wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie bei- 

25 spielsweise Plasmide mit dem RNA-Polymerase/ Promoter-System, die 
Phagen X, \x oder andere temperente Phagen oder Transposons und/ 
oder weiteren vorteilhaften regulatorischen Sequenzen bildet ein 
Expressionssystem. Beispielsweise ist unter dem Begrif f "Expres- 
sionssystem" die Kombination aus Saugetierzellen, wie CHO-Zellen, 

30 und Vektoren, wie pcDNA3neo-Vektor , die fiir Saugetierzellen geei- 
gnet sind, zu verstehen. 

Wie oben beschrieben, kann das Genprodukt vorteilhaft auch in 
transgenen Tieren, z. B. Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen 
35 zur Expression gebracht werden. Ebenso ist es moglich, zellfreie 
Translationssysteme mit der von der Nukleinsaure abgeleiteten rna 
zu programmieren . 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur Herstellung 
40 einer erf indungsgemaBen Monooxygenase, wobei man einen Monooxyge- 
nase-produzierenden Mikroorganismus kultiviert, gegebenenf alls 
die Expression der Monooxygenase induziert und die Monooxygenase 
aus der Kultur isoliert. Die erf indungsgemaBe Monooxygenase kann 
so auch in grofltechnischem MaBstab produziert werden, falls dies 
45 erwunscht ist. 
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Der Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und 
fermentiert werden. Bakterien konnen beispielsw ise in TB- oder 
LB-Medium und bei einer Temperatur von 20 bis 40 °C und einem pH- 
wert von 6 bis 9 vermehrt werden. im Einzelnen werden geeignete 
5 Kultivierungsbedingungen beispielsweise in T. Maniatis, E.F. 
Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) be- 
schrieben . 

10 Die Zellen werden dann, falls die Monooxygenase nicht in das Kul- 
turmedium sezerniert wird, aufgeschlossen und die Monooxygenase 
nach bekannten Proteinisolierungsverf ahren aus dem Lysat gewon- 
nen. Die Zellen konnen wahlweise durch hochfrequenten Oltra- 
schall, durch hohen Druck, wie z. B. in einer French-Druckzelle, 

15 durch Osmolyse, durch Einwirkung von Detergenzien, lytischen En- 
zymen oder organischen Losungsmitteln, durch Homogenisatoren Oder 
durch Kombination mehrerer der aufgefiihrten Verfahren aufge- 
schlossen werden. 

20 Eine Aufreinigung der Monooxygenase kann mit bekannten, chromato- 
graphischen Verfahren erzielt werden, wie Molekularsieb-Chromato- 
graphie (Gelf iltration) , wie Q-Sepharose-Chromatographie, Ionen- 
austausch-Chromatographie und hydrophobe Chromatographie, sowie 
mit anderen ublichen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristallisa- 

25 tion, Aussalzen, Dialyse und nativer Gelelektrophorese . Geeignete 
Verfahren werden beispielsweise in Cooper, F. G., Biochemische 
Arbeit smethoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, Mew York oder 
in Scopes, R., Protein Purification, Springer Verlag, New York, 
Heidelberg, Berlin beschrieben. 

30 

Besonders vorteilhaft ist es, zur Isolierung des rekombxnanten 
proteins Vektorsysteme oder Oligonukleotide zu verwenden, die die 
cDNA urn bestimmte Nukleotidsequenzen verlangern und damit fur 
veranderte Polypeptide oder Fusionsproteine kodieren, die einer 

35 einfacheren Reinigung dienen. Derartige geeignete Modif ikationen 
sind beispielsweise als Anker fungierende sogenannte "Tags", wie 
z. B. die als Hexa-Histidin-Anker bekannte Modif ikation oder Epi- 
tope, die als Antigene von Antikorpern erkannt werden konnen (be- 
schrieben zum Beispiel in Harlow, E. and Lane, D., 1988, Antibo- 

40 dies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). 
Diese Anker konnen zur Anheftung der Proteine an einen festen 
Trager, wie z. B. einer Polymermatr ix , dienen, die beispielsweise 
in einer Chromatographies aule eingefullt sein kann, oder an einer 
Mikrotiterplatte oder an einem sonstigen Trager verwendet werden 

45 kann. 
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Gleichzeitig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine 
verwendet we r den. Zur Erk nnung d r Proteine konnen auBerdem iib- 
Liche Marker f wie Fluoresz nzfarbstof fe, Enzymmarker, die nach 
R aktion mit einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt 
5 bilden, Oder radioaktive Marker , allein oder in Kombination mit 
den Ankern zur Derivatisierung der Proteine verwendet werden. 

Gegenstand der Erf indung sind aufierdem biochemische Verfahren zur 
enzymatischen Hers t el lung von terminal oder subterminal (ca-1 bis 
10 a>-4) hydroxy lierten aliphatischen Carbonsauren, die dadurch ge- 
kennzeichnet sind, dass man 

al) einen erf indungsgemaBen rekombinanten Mikroorganismus in Ge- 
genwart eines Kulturmediums , das wenigstens eine hydroxylier- 
15 bare Carbonsaure oder wenigstens ein hydroxylierbares Carbon- 

saurederivat enthalt, aerob kultiviert; oder 

a2) ein Re akt ions medium, enthaltend wenigstens eine hydroxy lier- 
bare Carbonsaure oder wenigstens ein hydroxylierbares Carbon- 
20 saurederivat, mit einer erf indungsgemaBen Mutante aerob inku- 

biert ; und 

b) das gebildete hydroxylierte Produkt oder Produktgemisch aus 
dem Medium isoliert. 

25 

Im erf indungsgemafien Verfahren sind die Carbonsauren per se f oder 
Derivate davon r wie insbesondere Ci-C4-Alkylester oder Carbonsau- 
reamide, einsetzbar. 

30 Bevorzugt werden im erf indungsgemaBen Verfahren als hydroxy lier- 
bare Carbonsaure C 8 -C 30 -Monocarbonsauren oder Derivate davon ein- 
setzt. 

Besonders bevorzugt verwendet man im erf indungsgemaBen Verfahren 
35 als hydroxy lierbare Carbonsaure eine C 8 -C 12 -Monocarbonsaure oder 
ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante gemaB obiger 
Gruppe (A) . 

GemaB einem anderen erf indungsgemaBen Verfahren verwendet man als 
40 hydroxylierbare Carbonsaure eine Ci 2 -C 3 o-Monocarbonsaure oder ein 
Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante ausgewahlt unter 
den Einf achmutanten F87A, F87V f V26T, S72G f A74G und M354T, und 
den Mehrf achmutanten f ) bis i) gemaB obiger Gruppe (A) einsetzt. 

45 Die erf indungsgemaBe Oxidat ions reakt ion wird gewohnlich in Gegen- 
wart von Luf tsauerstof f sowie in Gegenwart eines Elektronendonors 
(oder Reduktionsaquivalents) , wie insbesondere NADH, NADPH und 
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Zn/Co(III)sepulchrat, durchgef iihrt . Die verwendung von 
Zn/Co(III)sepulchrat 1st beispielsweise in der DE-A-199 35 115 
beschrieb n, worauf hiermit ausdrucklich Bezug genommen wxrd. 



Wird die erf indungsgemafie Hydroxylierung mit einem rekombxnanten 
Mikroorganismus durchgef uhrt , so erfolgt vorzugsweise zunachst 
die Kultivierung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstof f 
und in einem Komplexmedium, wie z.B. TB- oder LB- Medium bex ex- 
10 ner Kultivierungstemperatur von etwa 20 bis 40 <> C und exnem P H- 
Wert von etwa 6 bis 9, bis eine ausreichende Zelldxchte errexcht 
1st Die zugabe von exogenem Substrat erfolgt je nach Bedarf . Urn 
die oxidationsreaktion besser steuern zu konnen, bevorzugt man 
die verwendung eines induzierbaren, insbesondere temperaturxndu- 
15 zierbaren, Promotors. Man erhoht dabei die Temperatur auf dxe er- 
forderliche induktionstemperatur, z.B. 42 °C beim P^-Promotor , 
behalt dies uber einen ausreichenden Zeitraum, z. B. 1 bis 10 
oder 5 bis 6 Stunden, zur Expression der Monooxygenase-Aktxvxtat 
bei und verringert anschliefiend der Temperatur wieder exner Wert 
20 von etwa 30 bis 40 °C. Die Kultivierung wird dann in Gegenwart von 
Sauerstof f 12 Stunden bis 3 Tage fortgesetzt. 

Wird die erf indungsgemafie Oxidation dagegen mit gereinigtem oder 
angereichertem Enzym durchgefiihrt so lost man die erf indungsge- 

25 mafie Enzymmutante in einem exogenes Substrat enthaltenden Medxum 
(etwa 0 f 01 bis 10 mM, oder 0,05 bis 5 mM) , und fiihrt dxe Umset- 
zung, vorzugsweise in Gegenwart von Sauerstof f, bei einer Tempe- 
ratur von etwa 10 bis 50 % wie z.B. 30 bis 40 <>c, und einem pH- 
Wert von etwa 6 bis 9 (wie z.B. eingestellt mit 100 bis 200 mM 

30 Phosphat- oder Tris-Puf f er ) , sowie in Gegenwart eines Reduktxons- 
mittels durch, wobei das Substrat-haltige Medium aufierdem bezogen 
auf das zu oxidierende Substrat einen etwa 1-bis 100-fachen mola- 
ren iiberschufi an Reduktionsaquivalenten qufweisen kann. Dxe Zu- 
gabe des Reduktionsmittels kann falls erforderlich portionswexse 

35 erfolgen. 

Falls erforderlich kann Sauerstoff in an sich bekannter Weise in 
das Reaktionsmedium eingeleitet werden. 

40 Werden die erf indungsgemafien Verfahren mit angereichertem oder 
gereinigtem Enzym durchgef uhrt , so kann man beispielswexse fol- 
gende Reaktionbedingungen einstellen: 



45 Subs tratkonzent rat ion: 
Enzymkonzentration : 
Reaktionstemperatur : 



0,1 bis 20 mg/ml 
0,1 bis 10 mg/ml 
20 bis 40 °C 
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6 bis 8 

0,05 bis 0,2 M Kaliumphosphat, 
Oder Tris/HCl 

wird bevorzugt portionsweise zu- 
gegeben (Anfangskonzentration 
etwa 0,1 bis 2 mg/ml) . 

Vor dem Start der Reaktion durch Zugabe der Elektronendonors kann 
zur Aktivitatssteigerung Aceton in einer Konzentration von 1 bis 
10 5 % (v/v) zugegeben und kurzzeitig (1 bis 5 Minuten) vorinkubiert 
werden (bei etwa 20 bis 40 °C). 

Der Fachmann kann, abweichend davon, durch routinemaflige Versuche 
die jeweiligen Reaktionsbedingungen optimieren. 

15 

Zur Erzeugung von Varianten mit modif izierten enzymatischen Ei- 
genschaften stehen im Rahmen des Protein-Engineerings zwei unter- 
schiedliche Strategien zur Verfiigung: zum einen die Methode des 
"rationalen Designs'' (4) sowie die Methode der "gezielten Evolu- 

20 tion" (5-7). Fur ein erf olgreiches rationales Design ist ein 

hochaufgelostes dreidimensionales Struktunnodell sowie eine ver- 
tiefte Kenntnis des Enzymmechanismus von zentraler Bedeutung. 
Wahrend fur das rationale Design die F&higkeit gezeigt wurde, En- 
zymmutanten zu erzeugen, welche hohe Aktivitat gegeniiber nicht- 

25 natiirlichen Substraten besitzen (4) ist der Effekt punktformiger 
einzelner Aminosauresubstitutionen auf die Stabilitat, Aktivitat 
und Spezifitat der Mutanten haufig nicht vorhersagbar. 

Obwohl Rontgenstrukturen von P450 BM-3 in der Protein-Data Bank 
30 (8) hinterlegt wurden, ist die Konf ormation von Substrat und P450 
wahrend des kritischen Hydroxy lierungsschrittes weiterhin unklar 
(9-11). Fur die Methode der gezielten Evolution ist eine effi- 
ziente Nachweismethode fur ein schnelles Screening grofler Biblio- 
theken von Zuf all smut ant en von zentraler Bedeutung. Ein optischer 
35 Test fur die P450 BM-3-Mutante F87A, welche co-para-Nitrophenoxy- 
carbonsauren (pNCA) verwendet, hat sich als brauchbar erwiesen 
(12, 13). Die Einzelmutante F87A verschiebt die Hydroxylierungs- 
position von Fettsauren von der Position o>-l, a>-2 und a>-3 in 
Richtung der co-Position (13) und fuhrt auBerdem zu einer voll- 
40 standigen Umwandlung von 12-pNCA im Vergleich zu einer 33 %igen 
Umwandlung, welche man fur das Wildtyp-Enzym beobachtet (12). Da 
jedoch die Monooxygenase-Domane von P450 BM-3 mehr als 400 Amino- 
sauren umfasst, kommt das Screening einer Bibliothek von Zufalls- 
mutanten der Suche nach einer Nadel im Heuhaufen gleich. 

45 



pH: 

Puffer: 

El ktronendonor : 

5 
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zur V rb sserung der Effizi nz der Suchprozedur wurd rf xndungs- 
aemafi das Verf ahren des rationalen Designs mit dem Verfahren der 
aezielten Evolution kombiniert, urn Mutanten mit modxfxzxerter 
Reaktivitat, insbesondere zur Erzeugung von Mutanten mxt Spezxfx- 
5 tat fur Fettsaur n mittl rer Kettenlange, zu erzeugen. Dxe erfxn- 
dungsgemaBe Methode der "rationalen Evolution" basiert auf exnem 
Computer-unterstiitzten Protein-Modeling, um eine virtuelle Zu- 
falls-Bibliothek zu erzeugen und um Reste zu identxf xzxeren, dxe 
mit hoher wahrscheinlichkeit die gewiinschten Eigenschaften beexn- 
10 flussen. Eine Unter-Bibliothek wird durch Randomisierung dxeser 
Reste erzeugt und auf positive Mutanten gescreent. Ausgehend von 
exnem Strukturmodell beginnt man mit der Bestimmung von Resten, 
welche moglicherweise fiir die Kettenlangenspezifitat von Bedeu- 
tung sind. Zur Erzeugung von Mutanten mit verbesserten Exgen- 
15 schaften wird die durch das Modell vorgeschlagene Mutatxonss telle 
mxt Hilfe der Sattigungsmutagene modifiziert. AnschlieBend werden 
dann die Einzelmutanten mit den besten Eigenschaften unter Be- 
rucksichtigung des rationalen Designs miteinander kombxnxert. Un- 
ter Anwendung dieser kombinierten Strategie konnte insbesondere 
20 die Aktivitat von P450 BM-3 fiir Substrate mittlerer Kettenlange 
verbessert werden. 

unter Anwendung dieser Strategie und aufgrund der Sequenzhomolo- 
aie zu P450-Enzymen anderen Ursprungs wird es dem Fachmann ermog- 
25 licht in analoger Weise weitere Mutanten herzustellen, welche 
ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind. 

Die vorliegende Erfindung wird nun durch folgende experimented 
Beschreibung und unter Bezugnahme auf beiliegende Figuren naher 
30 erlautert. Dabei zeigt: 

Figur 1 die schrittweise Optimierung von P450 BM-3 fiir das neue 
Substrat 8-pNCA. Die katalytische Effizienz gegeniiber 8-pNCA xst 
fiir jede Mutante (in der Einheit s-iM-D angegeben; und 

" Figur 2 ein Modell des Komplexes der P450 BM-3-Mutante LARVF mit 
dem Substrat 8-pNCA. Die Seitenketten, welche die fiinf besten 
Mutationspositionen aufweisen und die zur Mutante LARVF kombx- 
nlert wurden, sind dargestellt (V26T, R47F, A74G, F87V, L188K, . 



40 



MothnHp U Madsllieamg des Snhntrat-P^n BM-3-Komplexes 

Die Modellierung des Substrat-Enzym-Komplexes basierte auf der 
kristallographisch bestimmten Struktur von P450 BM-3, komplexxert 
45 mit Palmitoleinsaure (9). Diese Struktur ist bei der Protein-Data 
Bank hinterlegt (8). Die beschriebene Kristallstruktur mxt exner 
Auflosung von 2,9 k enthalt vier Molekiile in einer asymmetnschen 
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Einheitszelle. Kette A wurde als Referenz fur den modellierten 
Komplex ausgewahlt. Als Substratmolekiil wurde ein Mod 11 von 
8-pNCA unter Verwendung d s "Molecule Builder" von SYBYL ( Tripos , 
Inc., St. Louis , USA) erzeugt. Die F87A-Mutation wurde unter Ver- 
5 wendung des Biopolymer-Tools von SYBYL erzeugt. Die C-Atome 1 bis 
4 des Substrats wurden in die Bindungsstelle entsprechend den C- 
Atomen 6 bis 9 der gebundenen Palmitoleinsaure plaziert. Die Tor- 
sionswinkel der Fettsaurekette wurden entsprechend der Trans-Kon- 
figuration gewahlt. NMR-Untersuchungen fiir P450 BM-3-Laurat- und 

10 -12-Bromlaurat-Komplexe zeigten, dass die Protonen der hydroxy- 
lierten C-Atome (CIO und Cll) etwa 3 f 0 A vom Ham-Eisen in der 
Oxidations stufe II entfernt sind (10, 13). Auf der Basis dieses 
Ergebnisses wurden die entsprechenden Atome C7 und C8 von 8-pNCA 
in einem Abstand von 4 A bzw. 3,6 A vom Ham-Eisen platziert. Die 

15 para-Nitrophenoxygruppe wurde manuell in der Bindungstasche an- 
geordnet. Auflerdem wurde die Energie des Komplexes liber fixierte 
Backbone-Atome minimiert. 

Methode 2: Satticrunas mutaaenese 

20 

Die erf indungsgemaB verwendeten Mutanten wurden mit Hilfe der 
Sattigungsmutagenese unter Verwendung des Stratagene QuikChange 
Kit (La Jolla, Kalifornien, USA) hergestellt. Neun Positionen in 
der Umgebung des Substrat-Bindungskanals, und zwar P25, V26, R47, 
25 Y51 r S72 f A74, F87 r L188 und M354, wurden fur die Mutation iiber 
das P450 BM-3-Modeling ausgewahlt. Die Primer fiir jede dieser 
Positionen sind in Tabelle 1 zusammengef asst . 

Tabelle 1: 



40 



45 



ausge- 
wahlte 
Posi- 
tionen 


Primer 


Sequenz Nr. 


P25 


5 ' -gttattaaacacagataaannngttcaagctttgatg-3 ' 
5 ' -catcaaagcttgaacnnntttatctgtgtttaataac-3 ' 


SEQ ID HO: 9 
SEQ ID NO: 10 


V26 


5 ' -gttattaaacacagataaaccgnnncaagctttgatg-3 ' 
5 ' -catcaaagcttgnnncggtttatctgtgtttaataac-3 ' 


SEQ ID NO: 11 
SEQ ID NO: 12 


R4 7 


5 ' -cgaggcgcctggtnnngtaacgcgctacttatc-3 ' 
5 ' -gataagtagcgcgttacnnnaccaggcgcctcg-3 ' 


SEQ ID NO: 13 
SEQ ID NO: 14 


Y51 


5 ' -cctggtcgtgtaacgcgcnnnttatcaagtcagc-3 ' \ 
5 ' -gctgacttgataannngcgcgttacacgaccagg-3 9 


SEQ ID NO: 15 
SEQ ID NO: 16 


S72 


5 ' -gctttgataaaaacttannncaagcgcttaaatttgtacg-3 ' 
5 ' -cgtacaaatttaagcgcttgnnntaagtttttatcaaagc-3 ' 


SEQ ID NO: 17 
SEQ ID NO: 18 


A74 


5'-gctttgataaaaacttaaagtcaannncttaaatttgtacg-3 ' 
5 ' -cgtacaaatttaagnnnttgacttaagtttttatcaaagc-3 ' 


SEQ ID NO: 7 
SEQ ID NO: 8 


L188 


5 ' -gaagcaatgaacaagnnncagcgagcaaatccag-3 ' 
5 ' -ctggatttgctcgctgnnncttgttcattgcttc-3 ' 


SEQ ID NO: 5 
SEQ ID NO: 6 
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M354 : 


c t .arrrflacaaactaimncittCtQattCCtcaQ- 3 ' 

5 9 -ctgaggaatcagaacnnntagttcgtcgcc-3 ' 


SEQ ID NO: 19 
SEQ ID NO: 20 


F87 


5 ' -gcaggagacggggttgnnnacaagctggacg-3 ' 
5 9 -cgtccagcttgtnnncaaccccgtctcctgc-3 9 


SEQ ID NO: 3 
SEQ ID NO: 4 



Dig KeaKtionaueoLiiy «»»vj^** " «-»* - — -» 

identisch, mit Ausnahme der Annealing-Temperatur, welche in fol- 
gender Weise variiert wurde: 50 °C fur die Positionen 25, 26, 188 
und 354; 52 °C fur die Positionen 47 und 51; und 46 °C fur die 
positionen 72, 74 und 87. Die Reaktionen wurden in 50 ul Reakti- 

10 onsvolumen durchgefiihrt, wobei jeder Ansatz 17,5 pmol jedes Pri- 
mers, 20 pmol der Template-Plasmid-DNA, 3 U der Pf u-Polymerase 
und 3,25 nmol jedes dNTP enthielt. Die Reaktion wurde bei 95 °C, 
4 Minuten, gestartet, anschlieflend wurde 20-mal folgender Thermo- 
cyclus durchlaufen: 95 °C, 1 Min.; 46-52 °C, 2,5 Min.; 72 °C, 

15 17 Min.; nach diesen 20 Cyclen wurde die Reaktion 15 Minuten bei 
72 °C fortgesetzt. Fur die ortsspezif ische Mutagenese durch PCR 
wurde ein Einzelcodon fur den Austausch einer Aminosaure veran- 
dert. Fur die Randomisierung einer spezifischen Aminosaure wurden 
primer verwendet, in denen "min" fur die spezif ische Aminosaure 

20 codiert. Alle PCR-Produktlosungen wurden mit 20 U Dpnl bei 37 °C 
tiber 3 Stunden behandelt, urn die ursprUngliche , nicht-mutierte 
Template-DNA zu verdauen. AnschlieBend erfolgte die Transforma- 
tion in E. coli DH5a. 

25 wpthnde 2: expression und R ft iniauna von Wildtyp-Enzvm sowie der 
Mutanten 

Das P450 BM-3-Wildtyp-Gen und dessen Mutanten wurden unter der 
Kontrolle des starken, Temper atur-induzierbaren P R P L -Promotors 
30 pCYTEXPl in E. coli Stamm DH5a (supE44, lacUl69 [BOlacZ M15J 
hsdRl7 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl) exprimiert. Die einzelne 
Punktmutation F87A wurde, wie aus dem Stand der Technik bekannt 
(12), eingefiihrt. Die trans formier ten Zellen wurden auf LB-Agar- 
platten ausplattiert , welche 100 ng/ml Ampicillin enthielten. 
35 Nach 12- bis 24-stiindigem wachstum wurden die Kolonien mit steri- 
len Zahnstochern auf genommen und in Mikrotiterplatten mit 96 Ver- 
tiefungen plaziert, wobei jede Vertiefung 200 \il TB-Medium (12 g 
Tryptophan, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glyzerin, H 2 0 (dest.) ad. 1 Li- 
ter) mit 100 ug/ml Ampicillin enthielt. Die Platten wurden uber 
40 Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 40 ul aus jeder 
Vertiefung entnommen und in Kulturr6hrchen uberfuhrt, welche 2 ml 
TB-Medium mit 100 jig/ml Ampicillin enthielt, und anschlieflend 
wurde 2 Stunden bei 37 °C und dann 6 Stunden bei 42 °C inkubiert. 
Die Zellen wurden bei 4000 Upm 5 Minuten abzentrifugiert, mit Ly- 
45 sozym aus HuhnereiweiJi (1 U/rol) behandelt und dann zweimal gefro- 
ren und aufgetaut. Die Zell-Rohextrakte erhielt man durch 10-mi- 
nutige Zentrifugation bei 14000 Upm. Der so erhaltene Uberstand 
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wurde fur die Aktivitatsmessung eingesetzt. Zur Herstellung gro- 
B r Enzymmengen wurd ein 2 1-Schuttelkolben mit 300 ml TB-Medium 
mit 100 jig/ml Ampicillin v rwendet, bei 37 ©C inkubiert und 
2 Stund n bei 200 Upm geschiittelt (OD 57 8mn = 0, 8 bis 1,0) und an- 
5 schlieBend 6 Stunden bei 42 °C inkubiert. Die Zellen wurden durch 
10-miniitige Zentrifugation bei 4000 Upm gesammelt und in 15 ml 
0,1 M Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,4 suspendiert. Die eisgekiihlte 
Suspension wurde mit Hilfe eines Branson Sonifiers W25 (Dietzen- 
bach, Deutschland) (80 W, 2 Minuten, 3 Cyclen) aufgeschlossen. 
10 Die Suspension wurde 20 Minuten bei 32570 x g zentrif ugiert . Die 
Rohextrakte wurden zur Bestimmung der Enzymaktivitat oder zur En- 
zymreinigung verwendet. 

Die Enzymreinigung wurde wie in (14) beschrieben, durchgefiihrt, 
15 wobei jedoch eine BioPilot-Chromatographieanlage (Pharmacia, 
Schweden) verwendet wurde. Die Reinheit des Enzyms wurde durch 
Bestimmung des Gesamtproteins sowie der Menge des Enzyms festge- 
stellt. Die Konzentration an gereinigtem Enzym wurde iiber die 
Dif ferenz zwischen dem Extinktionsspektrum des Carbonylkomplexes 
20 der Eisen-(II)-form im Vergleich zur Eisen-(ll)-form unter Ver- 
wendung einer molekularen Absorptivitat von 91 mM- 1 cm* 1 fur das 
Wellenlangenpaar 450 nm und 490 nm bestimmt (1). 

Methode 4; Isoliemnq von Mutanten mit hoherer A k tivitat Rnh, 
25 strate kiirzerer Kettenlanae 

Die Mutante F87A von P450 BM-3 wurde anstelle des Wildtyps als 
Template-DNA verwendet. Die Mutationen fur die jeweilige Position 
wurden wie oben beschrieben hergestellt. Jeweils etwa 100 Kolo- 

30 nien wurden zur Durchmusterung des Seguenzraumes an jeder Posi- 
tion gepickt, in Kulturrohrchen kultiviert und Zellen wurden da- 
raus isoliert und lysiert. Die Zell-Rohextrakte einer jeden aus- 
gewahlten Kolonie wurden fur den Aktivitatstest verwendet. Samt- 
liche Mutanten, die im Vergleich zu F87A eine hohere Aktivitat 

35 fiir wenigstens ein Substrat mit einer kiirzeren Kettenlange als 
15-pNCA zeigten, wurden zur Bestimmung der Mutationen sequen- 
ziert. 

Die Mutante mit der jeweils hochsten Aktivitat fur 12-pNCA, 
40 10-pNCA oder 8-pNCA von alien Mutanten fur die gleiche Position 
wurde fur eine spatere Kombination mit anderen Mutationen ausge- 
wahlt. Die kombinierte Mutation wurde schrittweise durch ortsspe- 
zifische Mutagenese ausgefiihrt. Der Kombinationsweg ist in Figur 
1 dargestellt. Sechs Kolonien wurden fiir jeden Kombinations- 
45 schritt fiir die Bestimmung der Substratspezif itat isoliert. Eine 
Kolonie mit represent at iver Substratspezif itat wurde ausgewahlt 
und die Substratspezif itat wurde fiir das reine Enzym bestimmt. 



WO 01/07574 PCT/EPOO/07252 

17 

Das Plasmid der ausgewahlten Kolonie wurde fur d n nachsten 
Schritt der ortsspezif ischen Mutagenese verwendet. Die Mutationen 
in der Endmutante wurden durch DNA-Sequenzierung bestimmt (ABI 
PRISM* BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und 
5 ABI Prism™ 377 DNA Sequencer). 

u^^qHp 5; Enzy m-Aktivitatstest 

FUr den pNCA-Aktivitatstest wurden 8 ul einer 10 mM pNCA-Losung 
10 in DMSO in einer Einwegkiivette in einem Endvolumen von 1 ml ver- 
wendet. Nach Zugabe von 850 ^1 Tris/HCl-Puf fer (0,1 M, pO 8,2) 
und 0,1 bis 0,4 nmol P450 zu der jeweiligen pNCA-DMSO-Ldsung wur- 
den die Proben 5 Minuten vorinkubiert, bevor die Reaktion durch 
Zugabe von 50 ul einer wassrigen Losung von 1 mN NADPH gestartet 
15 wurde. Zur Bestimmung von Kcat und Km wurde eine Konzentratxons- 
reihe fur die verschiedenen pNCA-Substrate erstellt (beztiglxch 
Details des Nachweisverfahrens kann auf (12) verwiesen werden) . 

zur DurchfUhrung des pNCA-Tests in einer Mikrotiterplatte wurde 
20 eine Platte mit 96 Vertiefungen (Greiner, Frickenhausen , Deutsch- 
land) verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt in einem Gesamtre- 
aktionsvolumen von 250 |*1 in Tris/HCl-Puf fer (0,1 M, pH 8,2) ent- 
weder 60 nmol 8-pNCA, 15 nmol 10-pNCA, 15 nmol 12-pNCA oder 
15 nmol 15-pNCA, jeweils gelost in 2,5 |il DMSO. Nach 5-miniitxger 
25 vorinkubation mit 40 ul P450 BM-3-Proben wurde die Reaktxon durch 
injektion von 30 ul einer 1 mM NADPH-Losung in jede Vertxefung 
gestartet. Die Platten wurden unmittelbar nach Zugabe der NADPH- 
Losung auf einem Platten-Lesegerat bei 405 nm vermessen. 

30 ^hnH P fit u von Carhonsauren ffiij: erf indnnqsqemafien Mu- 

tanfon nnd Be ?t-immunn der Produkte 

a) Chemische Reaktion 

35 Fur die Hydroxy lierung der Fettsauren in Anwesenheit von P450 
BM-3 bzw. seiner Mutanten wurde folgender Ansatz gewahlt: 

P450 BM-3-Mutante 20 mg 

Reaktionspuffer 20 ml (Tris/HCl 50mM, KC1 250mM, pH 7,8) 

40 Fettsaure 10 m 9 

Aceton 400 ul (2 % v/v) (beschleunigt Reaktxon um 

Faktor 2) 



45 
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Das Enzymlyophylisat wurde vor der Reaktion in 1 ml Reaktionspuf- 
fer g lost und zunachst 30 min bei 36 °C inkubiert. Die Inkubation 
fiihrt wie die Zugabe von 2 Vol.-% Aceton zu einer Aktivitatsstei- 
gerung von 60 bzw. 75 %. 

5 

Nach 5-miniitiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 500 pi der 
vorbereiteten NADPH-Losung (12,5 mg/ml). Der Verlauf der Reaktion 
wurde durch Absorptionsmessungen bei 340 nm verfolgt, vobei der 
Verbrauch von NADPH beobachtet werden kann. Fiir eine stochiome- 
10 trische Umsetzung waren theoretisch 4 ml NADPH-Losung notwendig, 
eine zu hohe Konzentration an NADPH in der Reaktionslosung fiihrt 
jedoch zur Inaktivierung des Enzyms, deshalb wird der Cofaktor in 
500 fil-Schritten zugegeben. 

15 Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung mit 5M SalzsMure 
bis zu einem pH-Wert von 2 angesauert. Dabei fallen die Fettsau- 
ren bzw. hydroxylierten Fettsauren aus und fuhren zu einer sicht- 
baren Triibung der Losung. Danach wurde zweimal mit je 10 ml Dich- 
lormethan extrahiert und iiber Natriumsulf at getrocknet. Nach der 

20 Filtration iiber einen Faltenfilter erfolgte die Entfernung des 
Dichlormethans am Rotationsverdampfer oder durch Eindampf en mit 
Stickstoff . Der verbliebene weiBe Feststoff wurde dann wieder in 
2 ml Dichlormethan aufgenommen und fiir die GC -Analyse verwendet. 

25 b) Gaschromatographische Analyse 

Fiir die Analyse wurde ein Fisons Gaschromatograph (Fisons Instru- 
ments Mega Series, Mainz r Deutschland) mit FID verwendet (Optima 
5-Saule, 25 m x 0,25 mm ID, Macherey & Nagel, Diiren, Deutsch- 
30 land) . 

Zur Analyse wurden Edukte und Produkte mit MSHFBA silyliert. Da- 
bei werden alle Hydroxyl- und Sauregruppen in die entsprechenden 
Trimethylsilylether bzw. -ester umgewandelt. Dcd>ei ist darauf zu 
35 achten, dass die Probe wasserfrei ist, da es sonst zu Nebenreak- 
tionen mit dem Silylierungsagens kommt. Zu 10 m-1 der hydroxyfett- 
saurehaltigen Dichlormethan-Losung wurden 15 ^xl MSHFBA pipettiert 
und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 25 fil 
Dichlormethan erfolgte die GC -Analyse. 

40 

Dazu wurde 1 jil der silylierten Proben in den Gaschromatographen 
eingespritzt. Injektor- und Detektortemperatur lagen bei 350 °C. 
Folgende Temperaturprogramme wurden verwendet: 



45 
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Caprylsaure 
100 °C (2 min) 

Caprinsaure 
100 °C (2 min) 

Laurinsaure 
100 °C (2 min) 



5° /min 
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200 



oc 10°/min^ 3QQ OQ (5 



5°/min 140 oc (5 min) 10 ° /min ^ 300 °C (5 min) 
5°/min ^ 170 o C (5 min) 10 ° /min ,. 300 °C (5 min) 



rrl-p in li SslSKtian cler Anfangsmutante 

Die Einzelmutante F87A von P450 BM-3 wurde als Ausgangs-Template 
15 verwendet. Wie bereits erwahnt, wird durch diese Mutatxon dxe By- 
d^oxvlxerungsposition in gesattigten C12- und C14-Fettsauren von 

in Richtung der .-Position verschoben (13) Fur 
dle'umsetzung von 12-pKCA und 15-p N CA wurde ebenfalls gez^gt 
dass die a>-Hydroxylierung im vergleich zum Wxldtyp sxgnxfxkant 

20 verstarkt wird (12). Fur die c-Hydroxylxerung von 12- P NCA erhxelt 
Z e"e voxxstandige Umwandlung, verglichen mit einer 33 %xgen 
U^andlung fUr den Wildtyp. Zusatzlich zur erhdhten Regxoselektx- 
vxlat oeobaLete man auch erhdhte Aktivitaten fur 12-pNCA und 

2S 15-pNCA (vergleiche Tabelle 2). 

Tabelle 2: Spezifische Aktivxtat ausgewahlter P450 BM-3-Mutanten 
f ufverschiedene pHCA-Derivate mit unterschiedlicher Kettenlange* 



30 



Sub- 
strat 


WT 


F87A 


L188K 


V26T 


R47F 


S72G 


A74G 


M354T 


15-pNCA 


405 


410 


288 


519 


258 


439 


474 


560 


12-pNCA 


141 


284 


316 


555 


233 


596 


517 


480 


10-pNCA 


339 


92 


207 


106 


52 


150 


103 


171 


8-pNCA 


15 


2 


69 


| 16 


13 


3 


6 


4 



35 



i Einheiten spezifischer Aktivitati nmol/min/nmol P450 

Die erhohte Regioselektivitat von F87A ist anhand des Strukturmo- 
dells verstandlich. Die Substitution des sperrxgen Restes F87 

40 durch Alanin vergroflert die Bindungstasche fur die P™P^ n °" 
xygruppe, welche durch F87, aufierdem durch V78, A82, T260, 1263 
una A264 gebildet wird. AuBerdem wird der Zugang der groBen P -Nx- 
trophenoxygruppe zur Bindungstasche erleichtert und die sterx- 
schen wecnLlwirkungen zwischen F87 und den C-Atomen co-2 und to- 1 

45 der pNCA werden eliminiert. Dies ermoglicht exne vortexlhaf tere 
Orientierung der co-Position gegeniiber dem Ham-Eisenatom. 
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Beispiel 2; Selektion ein2 elner Mutationspositionen durch Mode- 
ling, ortsspe2ifi sche Randomisierunqsmutaaenese ausoewahlter 
Positionen und Screening 

5 1. Selektion der Mutationspositionen 

Das Modell des gebundenen C8-pNCA-Substrats zeigt, dass sich das 
Carboxylat in einem Abstand von 9 und 11 A zu den Carboxylat-bin- 
denden Res ten R47 bzw. Y51 befindet. Urn Aktivitat gegeniiber 

10 C8-Substraten zu induzieren, ist es erf orderlich, eine neue Bin- 
dungsstelle zu erzeugen, welche sich in geeigneter Distanz zur 
Carboxylatgruppe des Substrats befindet. Zur Erleichterung der 
Bindung von 8-pNCA sollten zusatzliche Reste innerhalb der Bin- 
dungsstelle positioniert werden. Folgende Reste wurden ausge- 

15 wahlt: Die Reste R47 und Y51, welche die urspriingliche Carboxy- 
lat-Bindungsstelle bilden. Fiir R47 wird die Bildung eines Ionen- 
paares zwischen des sen Guanidiniumgruppe und dem Carboxylatrest 
des Substrats vorgeschlagen? Y51 bildet eine H-Briicke mit der 
Carboxylatgruppe des Substrats (9). Fiir den Palmitoleinsaure/P450 

20 BM-3-Komplex betragt die Distanz zwischen dem C a -Atom von R47 und 
dem C-Atom der Fettsaurecarboxylatgruppe 12 A. Samtliche Reste in 
der Hemisphere mit einem 12 A-Radius urn die Carboxylatgruppe des 
8-pNCA-Modells wurden bestimrot und nur solche innerhalb der Bin- 
dungstasche mit Seitenketten, die in Richtung der Carboxylat- 

25 gruppe der Fettsaure weisen, wurden ausgewahlt. So wurden P25, 
V26, S72, A74 / L188 und M354 ausgewahlt, welche wahrscheinlich 
eine neue Carboxylat-Bindungsstelle fiir kurzkettige pNCA-Verbin- 
dungen ausbilden konnten. Diese sechs ausgewahlten Reste befinden 
sich auf sekundaren Strukturelementen mit f lexibler Konformation 

30 (11). 

2. Mutation und Screening 

Mutanten von jedem der acht ausgewahlten Reste wurden durch orts- 
35 spezifische Randomisierung des Wildtyp-Codons an den entsprechen- 
den Positionen erzeugt. Urn sicherzustellen, dass die meisten der 
19 moglichen Arten von Aminosauren getestet werden f wurden 100 
Kolonien einer jeden Position isoliert, kultiviert und auf Akti- 
vitat getestet. (Damit betragt die Wahrscheinlichkeit, jede Ami- 
40 nosaure zu testen, mehr als 95 %, ausgenommen einer Wahrschein- 
lichkeit von 79 % fur Tryptophan und Methionin) . Die Mutanten mit 
einem hoheren Aktivitatswert fiir wenigstens ein Substrat mit kiir- 
zerer Kettenlange als 15-pNCA wurden fiir die Sequenzierung zur 
Bestimmung der Mutation (Mutationen) ausgewahlt. 

45 
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Es zeigte sich, dass Position 188 relativ variabel ist. Die mei- 
sten der 100 Kolonien zeigten Aktivitat fur pNCA. Daraus wurden 
entspr chend ihrer Aktivitat gegeniib r 8-pNCA 37 Koloni n ausge- 
wahlt. 16 verschiedene Aminosauretypen, einschliefilich dem Wild- 
5 typ wurden detektiert. Dieses Ergebnis bestatigte auflerdem, dass 
die Auswahl von 100 Kolonien ausreichend war, urn sicherzustellen, 
dass die meisten der 20 moglichen Aminosauren getestet werden 
konnen. Von den 15 Substitutionen erhdhten die Substitutionen K, 
R, W, Q, N, G, A und S signifikant die katalytische Aktivitat fur 
10 Substrate mit kurzerer Kettenlange. Die Substitution von L durch 
negativ geladene Aminosauren fiihrte zu einer Verringerung der Ak- 
tivitat gegenuber 10-pNCA, 12-pNCA und 15-pNCA um das Drei- bis 
Siebenf ache. 

15 Die anderen sieben Positionen wurden in ahnlicher Weise wie Posi- 
tion 188 randomisiert. Von jeder Position wurden 7 bis 19 Kolo- 
nien fur die DNA-Sequenzierung zum Nachweis der Mutation (Muta- 
tionen) ausgewahlt. Die meisten dieser Gene waren entweder nicht 
mutiert oder das Genprodukt zeigte eine verringerte Aktivitat fiir 

20 Substrate kurzerer Kettenlange (Tests wurden mit reinem Enzym 

durchgefiihrt) . Jeweils nur eine Mutante der Positionen 26, 47, 74 
und 354, zwei Mutanten der Position 72 und keine Mutante der 
Positionen P25 und Y51 zeigte im Vergleich zu 15-pNCA fiir Sub- 
strate kurzerer Kettenlange eine hohere Aktivitat. Die Mutante 

25 mit der hochsten Aktivitat fiir 8-pNCA in Position 188 und Posi- 
tion 72 sowie samtliche Einzelmutanten der Positionen 26, 47, 74 
und 354 wurden fur eine Kombination ausgewahlt. Diese Mutationen, 
welche in obiger Tabelle 2 aufgelistet sind, enthalten folgende 
Substitutionen: V26T, R47F, S72G, A74G, L188K und M354T. Im Ver- 

30 gleich zu F87A erhohte sich die spezifische Aktivitat gegenuber 
8-pNCA um den Faktor 0,5 bis 33,5. Jede dieser Mutationen wurde 
mit der Ursprungsmutation F87A schrittweise kombiniert. 

bpi s piel 3: Mehrfachmutantien. h eraestellt durch schrittweise Kom- 
35 hination y nn Mutanten und deren Screening 

1. Mutante L (F87A, L188K) 

Die Auswahl der ersten Mutante ist kritisch, da die Kombination 
40 von Einzelmutanten nicht notwendigerweise in einer Kumulation der 
Einzeleffekte resultiert. Eine falsche Auswahl der ersten Muta- 
tion konnte in die Richtung eines Evolutionsweges lenken, der 
nicht zu einer optimalen Mehrf achmutation fuhrt. Im Falle eines 
groflen Ausgangspools von Einzelmutanten ist daher eine enorme 
45 kombinatorische Vielfalt wahrscheinlich, und das Auffinden der 
gewvinschten Mehrf achmutante ist folglich unwahrscheinlich . 
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Zwei Kriterien sprechen fiir die Auswahl der Mutante L als Aus- 
gangspunkt: der n erhohte Aktivitat gegeniiber 8-pNCA im Vergl ich 
zu alien anderen Mutanten (Tabelle 2) sowie die Veranderungen in 
d r Enzym-Substratwechselwirkung und den Eigenschaften der Bin- 
5 dungsstelle. Zur Verif izierung dieser V randerungen wurden Struk- 
turmodelle der ausgewahlten Mutanten dadurch erzeugt, dass man 
die Seitenketten der Mutationspositionen mit Hilfe der SYBYL-Me- 
thode ersetzte. L188 ist am C-Terminus der a-Helix F lokalisiert. 
Diese Helix und die benachbarten G Helices erfahren die grofite 

10 Verschiebung durch eine Substratbindung (9), Das Modell veran- 
schaulicht, dass ein Austausch von Leucin durch Lysin zur Bildung 
einer neuen putativen Carboxylat-Bindungsstelle fiihrt. Der Ab- 
stand zwischen der Aminogruppe von K188 und dem Carboxylatrest 
von 8-pNCA betragt 6 A und ist somit vergleichbar mit dem experi- 

15 mentell bestiiranten Abstandswert fiir die Carboxylatgruppe der Pal- 
mi toleinsaure und der Guanidiniumgruppe von R47 (dem ursprungli- 
chen Bindungsrest) . Die Distanz zwischen der Guanidiniumgruppe 
von R47 und der Carboxylatgruppe von 8-pNCA betragt 11 , 4 A. Es 
kann daher vorgeschlagen werden, dass die Ionenpaar-Wechselwir- 

20 kungen zwischen der Carboxylatgruppe des Substrates und K188 zu- 
sammen mit dem hydroxylierten C8-Atom in reaktiver Distanz zum 
Ham-Eisenatom erfolgen. 

Die anderen f unf Mutanten wurden schrittweise mit der Mutante L 
25 durch ortsspezif ische Mutagenese kombiniert (vergleiche Figur 1)* 
Fiir jeden Mutagenese-Schritt wurde ein Strukturmodell der selek- 
tierten Mutanten erzeugt. Anhand dieses Modells wurden die Ein- 
fliisse der erzeugten Mutanten auf die Substratbindung untersucht 
und eine rationale Erklarung fiir die optimierten Eigenschaften 
30 der Mutanten und ihrer Kombinationen wurde davon ausgehend vorge- 
schlagen . ) 

2. Mutante LA (F87A, L188K, A74G) 

35 Die katalytische Effektivitat gegeniiber 8-pNCA erhohte sich durch 
Einfiihrung der Mutation A74G in die Mutante L. A74 befindet sich 
am N-Terminus der a-Helix B'. Da die Seitenkette von A74 sterisch 
mit der Aminogruppe von K188 interagiert, wird durch einen Aus- 
tausch von A74 durch Glycin diese Wechselwirkung eliminiert / wo- 

40 durch eine vorteilhaftere Orientierung der Seitenkette gegeniiber 
der Carboxylatgruppe des Substrats ermoglicht wird. 

3. Mutante LAR (F87A r L188K, A74G, R47F) 

45 Die Verbesserung der katalytischen Ef fizienz fiir 8-pNCA gelang 
durch Einfiihrung der zusatzlichen Mutation R47F. Die Mutation 
R4 7F hat zwei mogliche Effekte. Phenylalanin behindert die ur- 
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spriingliche Carboxylatbindung und vergroflert den dem Losungsmit- 
tel ausgesetzten hydrophoben Abschnitt am Eingang des Bindungska- 
nals, der von den R sten Fll, L14, L17, P18, P45 und A191 gebil- 
d t wird (vergleiche Figur 2). Dieser hydrophobe Abschnitt ist 
5 von besonderer Bedeutung fur die Substratanbindung (11). 

4. Mutante LARV (F87A, L188K, A74G, R47F, V26T) 

Wird die Mutation M354T der Mutante LAR hinzugefiigt, so verrin- 
10 gert sich Kcat fur 8-pNCA. M354T wurde deshalb aus weiteren Kom- 
binations-versuchen ausgeklammert. Fiigt man jedoch die Mutation 
V26T der Mutante LAR zu, so zeigt die resultierende Mutante LARV 
einen geringfugig hoheren Kcat-Wert und einen geringfugig gerin- 
geren Km-Wert als LAR. Die katalytische Effizienz gegenuber 
15 8-pNCA erhohte sich. Wird statt dessen die Mutation S72G in der 
Mutante LAR durchgef tthrt, so verringerte sich Kcat fur 8-pNCA. 
Aus diesem Grund wurde die Mutante LARV fur weitere Mutationen 
ausgewahlt . 

20 V26 ist am N-Terminus der a-Helix A lokalisiert. Das Modell weist 
darauf hin, dass T26 die Rolle des urspriinglichen Restes Y51 der 
Bindungsstelle iibernehmen konnte und die carboxylatgruppe des 
Substrates durch Ausbildung einer H-Brucke stabilisieren konnte. 
Der Abstand zwischen der Hydroxy lgruppe von T26 und der Amino- 

25 gruppe von K188 betragt 6,9 k. Verglichen mit der urspriinglichen 
Bindungsstelle ist dieser Abstand urn etwa 2 k groBer (4,8 A zwx- 
schen der Hydroxygruppe von Y51 und der Guanidiniumgruppe von 
R47). Es besteht somit die Moglichkeit, dass die Kl88-haltige F- 
Helix weiteren Konf ormations-Anderungen unterzogen wird, auf grund 

30 derer 8-pNCA tiefer in der Bindungsregion festgehalten wird und 
die Distanz zwischen T26 und K188 verringert wird. 

5. Mutante LARVF (F87V, L188R, A74G, R47F, V26T) 

35 Es konnte gezeigt werden, dass Position 87 von besonderer Bedeu- 
tung fur die katalytische Aktivitat und die Substratspezif itat 
des Enzyms ist (3, 13). Die Mutante LARV wurde deshalb in Posi- 
tion 87 durch ortsspezif ische randomisierte Mutagenese optimiert. 
Von 100 Kolonien wurde eine Mutante erhalten, welche eine kataly- 

40 tische Effizienz von 3,5*10* s-i M-i gegenuber 8-pNCA zeigte. Die 
DNA-Se q uenzdaten ergaben, dass Alanin in Position 87 durch Valin 
ersetzt war. 

Aus der Kristallstruktur (11) und fruheren Experimenten (3, 13) 
45 ist bekannt, dass R87 wichtig fur den Zugang des Substrates zum 
Ham-Eisen ist. Die sperrige para-Nitrophenylgruppe dieses Sub- 
strats machte es notwendig, die Grdfle der Bindungsstelle durch 
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den Austausch von Ph nylalanin durch Alanin zu erhohen. Durch den 
Austausch von A87 durch Valin wird der Kontakt von mit dem Ham- 
Eisenatom aufgrund st rischer Wechselwirkungen zwischen dem 
Ethersauerstof f und der Seitenkette von V87 verbessert. 

5 

Die Daten zeigen, dass zwei Schliisselschritte, F87A zu L und LARV 
zu LARVF, die katalytische Effizienz gegeniiber 8-pNCA erhohten. 
Es stellt sich deshalb die Frage, ob die anderen Mutationen in 
der Mutante LARVF wieder ruckgangig gemacht werden konnen, ohne 
10 die Aktivitat fiir 8-pNCA zu verlieren. Deshalb wurden Mutanten 
hergestellt, die statt der Mutation F87A die Mutation F87V ent- 
halteri. Diese Mutanten tragen folgende Bezeichnungen: 

1.) L7V mit den Mutationen F87V L188K 
IS 2.) AL7V mit den Mutationen F87V L188K A74G 

3.) ARL7V mit den Mutationen F87V L188K A74G R47F 

Bei den Aktivitatstests wurden folgende Ergebnisse erhalten: 

20 Tabelle 3: Kinetische Parameter von P450 BM-3-Mutanten fiir pNCA- 
Derivate unterschiedlicher Kettenlange, ermittelt bei pH 8,0 und 
25 °C 



25 



30 





Kcat (s- 1 ) 


Km (MM) 


Kcat/Km (s-iM- 1 ) 




12 


10 


8 


12 


10 


8 


12 


10 


8 


F87V 


0,7 


1,8 




3,8 


8,5 




1,7-105 


2,1-105 




L7V 


2,8 


4,7 




6,4 


14,2 




4,3' 105 


3,3-105 




AL7V 


2,2 


5,9 


4,3 


15,1 


22,7 


197,6 


l,4-10 s 


2,6-105 


2,0-10* 


ARL7V 


1,4 


5,5 


3,9 


8,9 


17,5 


41,4 | 


1,7-105 


3,1-105 


9,3-10 4 


ARVLF 


1,4 


7,2 


0,2 


12,3 


44,8 


6,5 


9,2-104 


1,6-105 


3,5-10* 



Die Ergebnisse zeigen, dass die Mutanten F87V und L7V fiir das 
Substrat 8-pNCA keinen messbaren Umsatz zeigen. Die Ergebnisse 
35 zeigen weiterhin, dass die Vierf achmutante ARL7V eine noch bes- 
sere katalytische Effizienz aufweist als die Fiinff achmutante 
ARVLF. 

Die Mutanten ARL7V und ARVLF zeigen weiterhin hohe Aktivitaten 
40 fiir Caprinsaure (C10), die urn zwei Kohlenstof f atome kiirzer ist 
als das native kurzeste Fettsaure-Substrat des Wildtyp-Enzyms . 
Auflerdem wurden u>-4-monohydroxylierte Produkte beobachtet, wenn 
Laurinsaure (C12) als Substrat verwendet wird, wohingegen das 
Wildtyp-Enzym von P450 BM-3 nur in den Positionen co-1, (0-2 und 
45 o>-3 aktiv ist. 
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n<a j spiel a, Restiim P ^nrr der bevorzuqten BydroxYlierungspositipn 
fiii- carbrinsMnren uni-^i-schiedl ir.her Kettenlange und verscniedene 
Mntanten «nd Verale.ich mit dem Wildtvp-Enzym 

5 Die Reaktionsansatze werden gemaB oben b schriebener M thode 6 
aufgearbeitet und analysiert. 

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 4 zusammengef asst . 
10 Tabelle 4: 



15 



20 



25 



30 



35 



Hydroxy 1 ierungs - 
pos it ionen 


caprmsauire (uiu/ 


Laur in s aur e ( C 1 2 ) 

[%] 


Wildtyp 






03-3 




34 


co- 2 




28 


CD-I 




38 


Mutante L7V 






cu- 3 




53 


CD- 2 




30 






17 


• _ i ._, x~ «»>v B*Q"7TT 










51 






25 


CD-I 


_ 


24 


Mutante AL7V 






CD- 3 




28 


CD- 2 




54 


CD-I 




18 


Mutante ARL7V 






CD-3 


14 


35 


CD- 2 


33 


50 


CD-I 


53 


15 


Mutante ARVLF 






^ CD-3 


i 15 


34 


co-2 


30 


53 




r o)-i 


55 


13 



Auf fallend bei der Hydroxy lie rung von Laurinsaure ist zunachst 
ein wechsel der Regioselektivitat beim Ubergang vom Wildtyp zu 
45 P450 BM-3 F87V, das eine to- 3 -Hydroxy lierung bevorzugt kataly- 
siert, ebenso wie P450 BM-3 L7V. Beim ubergang zur Dreifachmu- 
tante andert sich die Regioselektivitat erneut, P450 BM-3 AL7V, 
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P450 BM-3 ARL7V und P450 BM-3 ARVLF dirigieren die Hydroxylierung 
bevorzugt in die o>-2 -Position. 

Alle GC-Analysen zeigen, dass Caprinsaure nur von P450 BM-3 ARVLF 
5 und P450 BM-3 ARL7V umges tzt wird, bei den anderen Mutanten 

wurde ein Umsatz unter 1 % f estgestellt . Beide Enzyme weisen fast 
identische Regioselektivitat, mit der Bevorzugung (D-l-Position 
auf . 

10 Zur Bestimmung der Reaktionsausbeuten wurden Gas chromatogr amine 
von Standards aufgenommen. Als Eduktstandard fand eine Caprin- 
saure- bzw. Laurinsaurelosung mit Dichlormethan als Losungsmittel 
(Konzentration 0,5 mg/ml) Verwendung. Aufgrund der FID-Detekti- 
onsmethode konnen die Peakf lachen von Edukt und Produkten nicht 

15 einfach zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden, da Molekiile un- 
terschiedlicher Struktur- und Summenformel bei der Verbrennung 
unterschiedliche Ionenstrome erzeugen. Diese Ionenstrome sind 
nicht proportional zum Stof fmengenverhaltnis von Edukt und Pro- 
dukten. Als Produktstandard wurde deshalb kauflich erwerbbare 

20 10-Hydroxycaprinsaure bzw. 12-Hydroxylaurinsaure verwendet. Die 
Summenformeln der Standards und der Produkte sind gleich, und die 
Struktur unter scheidet sich nur in der Stellung der Hydroxy 1- 
gruppe, weshalb bei gleichen Stoffmengen annahernd von gleichen 
detektierbaren Ionenstromen ausgegangen wird. 

25 

Bei den Hydroxylierungen von Caprinsaure mit P450 BM-3 ARVLF und 
P450 BM-3 ARL7V-Katalyse betrugen die kumulierten Ausbeuten an 
Produkt 57 % bzw. 38 %. Bei den Hydroxylierungen von Laurinsaure 
betrug die Ausbeute bei P450 BM-3 ARVLF-Katalyse 51 %, bei alien 
30 anderen Mutanten und dem Wildtyp zwischen 38 % und 40 %. 
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Patentanspriiche 

1. Modifizierte Cytochrom P450 Monooxygenase , welche durch orts- 
5 spezifische Mutagenese ihres Substrat-bindenden Bereichs im 

Vergleich zum Wildtyp ein verandertes Substratprofil bei der 
terminalen und/oder subterminalen enzymatischen Hydroxylie- 
rung von aliphatischen Carbonsauren zeigt. 

10 2. Monooxygenase nach Anspruch 1, abgeleitet von Cytochrom P450 
Monooxygenasen bakteriellen Orsprungs. 

3. Monooxygenase nach Anspruch 2, abgeleitet von Cytochrom P450 
Monooxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium mit einer Amino- 

15 sauresequenz gemaJJ SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine funk- 

tionale Mutation in einem der folgenden Aminosauresequenzbe- 
reiche aufweist: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224 
und 352-356, mit der MaBgabe, dass mehr als einer dieser Be- 
reiche mutiert ist, wenn das Enzym die Mutation F87A tragt. 

20 

4. Monooxygenase nach Anspruch 3, enthaltend wenigstens je eine 
funktionale Mutation in den Aminosauresequenzbereichen 86-88 
und 172-224. 

25 5. Monooxygenase nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 

sie wenigstens eines der folgenden Aminosauresubstitutionsmu- 
ster aufweist: 

a) F87V; 

30 b) F87A L188K; 

c) F87V L188K; 

d) F87A L188K A74G; 

e) F87V L188K A74G; 

f ) F87A L188K A74G R47F; 
35 g) F87V L188K A74G R47F; 

h) F87A L188K A74G R47F V26T; oder 

i) F87V L188K A74G R47F V26T; 



40 



sowie funktionale Aquivalente davon. 

Monooxygenase nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie eine einzelne der folgenden Aminosauresubstitutionen 
aufweist : 



45 a) V26T, 

b) R47F, 
C) S72G, 
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d) A74G, 

e) F87V, 

f ) Ll88z, worin z fiir eine Aminosaure, ausgewahlt unter K, 
R, w, Q, N, G, A und S steht; und 

5 g) M354T; 

sowie funktionale Aquivalente davon. 

7. Nukleinsauresequenz kodierend fiir eine Monooxygenase nach ei- 
10 nem der vorherigen Anspriiche und deren komplementare Nuklein- 
sauresequenz* 

8. Expressionskonstrukt, enthaltend unter der genetischen Kon- 
trolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine kodierende Se- 

15 quenz, welche eine Nukleinsauresequenz nach Anspruch 7 um- 

fasst. 

9. Vektor, uinfassend wenigstens ein Expressionskonstrukt nach 
Anspruch 8. 

20 

10. Rekombinanter Mikroorganismus , trans formiert mit wenigstens 
einem Vektor nach Anspruch 9. 

11. Mikroorganismus nach Anspruch 10 , ausgewahlt unter Bakterien 
25 der Gattung Escherichia. 

12. Verfahren zur enzymatischen Herstellung von terminal oder 
subterminal hydroxylierten aliphatischen Carbonsauren, da- 
durch gekennzeichnet, dass man 



30 



35 
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al) einen rekombinanten Mikroorganismus nach Anspruch 10 oder 
11 in Gegenwart eines Kulturmediums das die wenigstens 
eine hydroxylierbare Carhonsaure oder wenigstens ein hy- 
droxy lier bares Carbonsaurederivat kultiviert; oder 

a2) ein Reaktionsmedium, enthaltend wenigstens eine hydroxy- 
lierbare Carbonsaure oder wenigstens ein hydroxylierbares 
Carbonsaurederivat , mit einem Enzym nach einem der An- 
spriiche 1 bis 6 inkubiert; und 

b) das gebildete hydroxylierte Produkt aus dem Medium iso- 
liert . 



13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , dass man 
45 als hydroxylierbare Carbonsaure eine C 8 -C 3 o-Monocarbonsaure 

oder ein Derivat davon einsetzt. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass man 
als hydroxy lierbare Carbonsaure eine C 8 -Ci 2 -Monocarbonsaure 
Oder ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante ge- 
mafl Anspruch 5 einsetzt. 

5 

15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass man 
als hydroxylierbare Carbonsaure eine Ci 2 -C 30 -Monocarbonsaure 
oder ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante 
ausgewahlt unter den Einfachmutanten F87A, F87V, V26T, S72G, 

10 A74G und M354T, und den Mehrf achmutanten 

F87A L188K A74G R47F; 

F87V L188K A74G R47F; 

F87A L188K A74G R47F V26T; oder 

F87V L188K A74G R47F V26T; 
15 einsetzt. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Reaktion in Gegenwart eines Elektro- 
nendonors oder Reduktionsaquivalents durchfiihrt. 

20 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Elektronendonor oder das Reduktionsaquivalent ausgewahlt ist 
unter NADH, NADPH und Zn/Co(lli)sepulchrat. 

25 



30 



35 



45 



WO01/07S74 W ^ 1 ^2 -^i^ ^ pcr/EP00/07252 



WT 
I 

F87A 



F87A 

L 
F87A 
L188K 

LA 

F87A 

L188K 

A74G 



+ 

LAB 

F87A 
L188K 
A74G 
R47F 



LARV 

F87A 

L188K 

A74G 

R47F 

V26T 



LARVF 

F87V 

L188K 

A74G 

R47F 

V26T 



Fig.l 



53#tfdPCT/PTw 23 JAN 200% 



I 

WO 01/07574 



2/2 



PCT/EP00/07252 




5^SS?d PEE/PTC 2 3 JAN 2O'0 



# 



) 



WO 01/07574 Ijg-J 

- 1 - 
SEQUENZPROTOKOLL 



<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Modifizierte Cytochrom P450 Monoxygenasen 

<130> M/40434 

<140> 

<141> 

<160> 20 

<170> Patentln Ver. 2.1 
<210> 1 
<211> 3150 
<212> DNA 

<213> Bacillus megaterium 

<220> 

<221> CDS 

<222> (4). .(3150) 

<400> 1 

atg aca att aaa gaa atg cct cag cca aaa acg ttt gga gag ctt aaa 
Thr He Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 
1 5 10 15 

aat tta ccg tta tta aac aca gat aaa ccg gtt caa get ttg atg aaa 
Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 

20 25 30 

att gcg gat gaa tta gga gaa ate ttt aaa ttc gag gcg cct ggt cgt 
He Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 

35 40 45 

gta acg cgc tac tta tea agt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 
Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp 

50 55 60 

gaa tea cgc ttt gat aaa aac tta agt caa gcg ctt aaa ttt gta cgt 
Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
65 70 75 



48 



96 



144 



192 



240 
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gat ttt gca gga gac 
Asp Phe Ala Gly Asp 
80 

tgg aaa aaa gcg cat 
Trp Lys Lys Ala His 
100 

atg aaa ggc tat cat 
Met Lys Gly Tyr His 
115 

caa aag tgg gag cgt 
Gin Lys Trp Glu Arg 
130 

gac atg aca cgt tta 
Asp Met Thr Arg Leu 
145 

tat cgc ttt aac age 
Tyr Arg Phe Asn Ser 
160 

agt atg gtc cgt gca 
Ser Met Val Arg Ala 
180 

aat cca gac gac cca 
Asn Pro Asp Asp Pro 
195 

gat ate aag gtg atg 
Asp He Lys Val Met 
210 

aaa gca age ggt gaa 
Lys Ala Ser Gly Glu 
225 

gga aaa gat cca gaa 



ggg tta ttt aca 
Gly Leu Phe Thr 
85 

aat ate tta ctt 
Asn He Leu Leu 

gcg atg atg gtc 
Ala Met Met Val 
120 

eta aat gca gat 
Leu Asn Ala Asp 
135 

acg ctt gat aca 
Thr Leu Asp Thr 
150 

ttt tac cga gat 
Phe Tyr Arg Asp 
165 

ctg gat gaa gca 
Leu Asp Glu Ala 

get tat gat gaa 
Ala Tyr Asp Glu 
200 

aac gac eta gta 
Asn Asp Leu Val 
215 

caa age gat gat 
Gin Ser Asp Asp 
230 

acg ggt gag ccg 
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age tgg acg cat gaa 
Ser Trp Thr His Glu 
90 

cca age ttc agt cag 
Pro Ser Phe Ser Gin 
105 

gat ate gec gtg cag 
Asp He Ala Val Gin 
125 

gag cat att gaa gta 
Glu His He Glu Val 
140 

att ggt ctt tgc ggc 
He Gly Leu Cys Gly 
155 

cag cct cat cca ttt 
Gin Pro His Pro Phe 
170 

atg aac aag ctg cag 
Met Asn Lys Leu Gin 
185 

aac aag cgc cag ttt 
Asn Lys Arg Gin Phe 
205 

gat aaa att att gca 
Asp Lys He He Ala 
220 

tta tta acg cat atg 
Leu Leu Thr His Met 
235 

ctt gat gac gag aac 



PCT/EPOO/07252 

aaa aat 288 
Lys Asn 
95 

cag gca 336 
Gin Ala 
110 

ctt gtt 384 
Leu Val 

ccg gaa 432 
Pro Glu 

ttt aac 480 
Phe Asn 

att aca 528 
He Thr 
175 

cga gca 576 
Arg Ala 
190 

caa gaa 624 
Gin Glu 

gat cgc 672 
Asp Arg 

eta aac 720 
Leu Asn 

att cgc 768 
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816 



864 



912 



960 



1008 



Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn lie Arg 
240 245 250 255 

tat caa att att aca ttc tta att gcg gga cac gaa aca aca agt ggt 
Tyr Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 

260 265 270 

ctt tta tea ttt gcg ctg tat ttc tta gtg aaa aat cca cat gta tta 
Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 

275 280 285 

caa aaa gca gca gaa gaa gca gca cga gtt eta gta gat cct gtt cca 
Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 

290 295 300 

age tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc ggc atg gtc tta aac 
Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 

305 310 315 

gaa gcg ctg cgc tta tgg cca act get cct gcg ttt tec eta tat gca 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa ggc gac 
Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 

340 345 350 

gaa eta atg gtt ctg att cct cag ctt cac cgt gat aaa aca att tgg 
Glu Leu Met Val Leu He Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp 

355 360 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 
Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 

370 375 380 

gcg att ccg cag cat gcg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt gcg 
Ala He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 

385 390 395 

tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 1248 
Cys He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 



1056 



1104 



1152 



1200 
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400 405 
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410 415 



atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 
Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu L u 

420 425 430 

gat att aaa gaa act tta acg tta aaa cct gaa ggc ttt gtg gta aaa 
Asp He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 

435 440 445 

gca aaa teg aaa aaa att ccg ctt ggc ggt att cct tea cct age act 
Ala Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr 

450 455 460 

gaa cag tct get aaa aaa gta cgc aaa aag gca gaa aac get cat aat 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 

465 470 475 

acg ccg ctg ctt gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 
Thr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
480 485 490 495 

acg gcg cgt gat tta gca gat att gca atg age aaa gga ttt gca ccg 
Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 

500 505 510 

cag gtc gca acg ctt gat tea cac gee gga aat ctt ccg cgc gaa gga 
Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 

515 520 525 

get gta tta att gta acg gcg tct tat aac ggt cat ccg cct gat aac 
Ala val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 

530 535 540 

gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac caa gcg tct get gat gaa gta 
Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 

545 550 555 

aaa ggc gtt cgc tac tec gta ttt gga tgc ggc gat aaa aac tgg get 
Lys Gly val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 

s<;e: 570 575 

560 565 



1296 



1344 



1392 



1440 



1488 



1536 



1584 



1632 



1680 



1728 
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act acg tat caa aaa gtg cct get ttt ate gat gaa acg ctt gee get 1776 
Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala 

580 585 590 

aaa ggg gca gaa aac ate get gac cgc ggt gaa gca gat gca age gac 1824 
Lys Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 

595 600 605 

gac ttt gaa ggc aca tat gaa gaa tgg cgt gaa cat atg tgg agt gac 1872 
Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 

610 615 620 

gta gca gee tac ttt aac etc gac att gaa aac agt gaa gat aat aaa 1920 
Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 

625 630 635 

tct act ctt tea ctt caa ttt gtc gac age gee gcg gat atg ccg ctt 1968 
Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
640 6« 650 655 

gcg aaa atg cae ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 2016 
Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 

660 665 670 

ctt caa cag cea gge agt gca cga age acg cga cat ctt gaa att gaa 2064 
Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu 

675 680 685 

ctt eca aaa gaa get tct tat caa gaa gga gat cat tta ggt gtt att 2112 
Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He 

690 695 700 

cct cgc aac tat gaa gga ata gta aac cgt gta aca gca agg ttc ggc 2160 
Pro Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 

705 710 715 

eta gat gca tea cag caa ate cgt ctg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 2208 
Leu Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
720 "5 730 735 

get cat ttg eca etc get aaa aca gta tec gta gaa gag ctt ctg caa 2256 
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Ala His Leu Pro Leu Ala 
740 

tac gtg gag ctt caa gat 
Tyr Val Glu Leu Gin Asp 
755 

get get aaa acg gtc tgc 
Ala Ala Lys Thr Val Cys 
770 

ctt gaa aag caa gec tac 
Leu Glu Lys Gin Ala Tyr 
785 

atg ctt gaa ctg ctt gaa 
Met Leu Glu Leu Leu Glu 
800 805 
gaa ttt ate gec ctt ctg 
Glu Phe lie Ala Leu Leu 
820 

tct tea tea cct cgt gtc 
Ser Ser Ser Pro Arg Val 
835 

gtt gtc tea gga gaa gcg 
Val Val Ser Gly Glu Ala 
850 

gcg teg aac tat ctt gec 
Ala Ser Asn Tyr Leu Ala 
865 

ttt att tec aca ccg cag 
Phe lie Ser Thr Pro Gin 
880 885 
acg ccg ctt ate atg gtc 
Thr Pro Leu lie Met Val 
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Lys Thr Val Ser Val Glu 
745 

cct gtt acg cgc acg cag 
Pro Val Thr Arg Thr Gin 
760 

ccg ccg cat aaa gta gag 
Pro Pro His Lys Val Glu 
775 

aaa gaa caa gtg ctg gca 
Lys Glu Gin Val Leu Ala 
790 795 
aaa tac ccg gcg tgt gaa 
Lys Tyr Pro Ala Cys Glu 
810 

cca age ata cgc ccg cgc 
Pro Ser lie Arg Pro Arg 
825 

gat gaa aaa caa gca age 
Asp Glu Lys Gin Ala Ser 
840 

tgg age gga tat gga gaa 
Trp Ser Gly Tyr Gly Glu 
855 

gag ctg caa gaa gga gat 
Glu Leu Gin Glu Gly Asp 
870 875 
tea gaa ttt acg ctg cca 
Ser Glu Phe Thr Leu Pro 
890 

gga ccg gga aca ggc gtc 
Gly Pro Gly Thr Gly Val 
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Glu Leu Leu Gin 
750 

ctt cgc gca atg 2304 
Leu Arg Ala Met 
765 

ctt gaa gec ttg 2352 
Leu Glu Ala Leu 
780 

aaa cgt tta aca 2400 
Lys Arg Leu Thr 

atg aaa ttc age 2448 
Met Lys Phe Ser 
815 

tat tac teg att 2496 
Tyr Tyr Ser lie 
830 

ate acg gtc age 2544 
lie Thr Val Ser 
845 

tat aaa gga att 2592 
Tyr Lys Gly lie 
860 

acg att acg tgc 2640 
Thr lie Thr Cys 

aaa gac cct gaa 2688 
Lys Asp Pro Glu 
895 

gcg ccg ttt aga 2736 
Ala Pro Phe Arg 
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900 905 910 

ggc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ctt 
Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 

915 920 925 

gga gaa gca cat tta tac ttc ggc tgc cgt tea cct cat gaa gac tat 
Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 

930 935 940 

ctg tat caa gaa gag ctt gaa aac gec caa age gaa ggc ate att acg 
Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He He Thr 

945 950 955 

ctt cat ace get ttt tct cgc atg cca aat cag ccg aaa aca tac gtt 
Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
960 965 970 975 

cag cac gta atg gaa caa gac ggc aag aaa ttg att gaa ctt ctt gat 
Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp 

980 985 990 

caa gga gcg cac ttc tat att tgc gga gac gga age caa atg gca cct 
Gin Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 

995 1000 1005 

gec gtt gaa gca acg ctt atg aaa age tat get gac gtt cac caa gtg 
Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 

1010 1015 1020 

agt gaa gca gac get cgc tta tgg ctg cag cag eta gaa gaa aaa ggc 
Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 

1025 1030 1035 

cga tac gca aaa gac gtg tgg get ggg taa 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 
<210> 2 
<211> 1048 
<212> PRT 
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3072 



3120 
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<213> Bacillus megaterium 
<400> 2 

Thr He Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 

1 5 10 15 

Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys He 

20 25 30 

Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg Val 

35 40 45 

Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp Glu 

50 55 60 

Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 70 75 80 

Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 

85 90 95 

Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala Met 

100 105 11° 

Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp He Ala Val Gin Leu Val Gin 

115 120 125 

Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu Asp 

130 135 140 

Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn Tyr 
145 150 155 160 

Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr Ser 

165 170 "5 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 

180 185 190 

Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 

195 200 205 

He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg Lys 

210 215 220 

Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 
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225 

Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn lie Arg Tyr 

245 250 255 

Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly Leu 

260 265 270 

Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu Gin 

275 280 285 

Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 

290 295 300 

Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 
305 310 315 320 

Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 

325 330 335 

Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 

340 345 350 

Leu Met Val Leu He Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp Gly 

355 360 365 

Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser Ala 

370 375 380 

He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 
385 390 395 400 

He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 

405 410 415 

Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 

420 425 430 

lie Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys Ala 

435 440 445 

Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr Glu 

450 455 460 

Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn Thr 
465 



470 475 480 
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Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly Thr 

485 4 90 495 

Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 

500 505 510 

Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly Ala 

515 520 525 

Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn Ala 

530 535 540 

Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 
545 550 555 560 

Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala Thr 

565 570 575 

Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala Lys 

580 585 590 

Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp Asp 

595 600 605 

Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp Val 

610 615 620 

Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys Ser 
625 630 635 640 

Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu Ala 

645 650 655 

Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 

660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu Leu 

675 680 685 

Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He Pro 

690 695 700 

Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly Leu 

Tin 715 720 

705 710 

Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 



WO 01/07574 PCT/EPOO/07252 

-11- 

725 730 735 

His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin Tyr 

740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 

755 760 765 

Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 

770 775 780 

Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 
785 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 

805 810 815 

Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser lie Ser 

820 825 830 

Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser Val 

835 840 845 

Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He Ala 

850 855 860 

Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys Phe 
865 870 875 880 

lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 

885 890 895 

Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg Gly 

900 905 910 

Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu Gly 

915 920 925 

Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr Leu 

930 935 940 

Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He He Thr Leu 
945 950 955 960 

His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 
965 970 975 
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Bis Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp Gin 

980 985 990 

Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 

995 1000 1005 

Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 

1010 1015 1020 

Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly Arg 
025 1030 1035 1040 

Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1045 

<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 3 

gcaggagacg ggttgnnnac aagctggacg 30 
<210> 4 
<2H> 30 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 4 

cgtccagctt gtnnncaacc cgtctcctgc 30 
<210> 5 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 5 

gaagcaatga acaagnnnca gcgagcaaat ccag 
<210> 6 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 6 

ctggatttgc tcgctgnnnc ttgttcattg cttc 
<210> 7 
<211> 41 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 7 

gctttgataa aaacttaaag tcaannnctt aaatttgtac g 
<210> 8 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 8 

cgtacaaatt taagnnnttg acttaagttt ttatcaaagc 
<210> 9 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 9 

gttattaaac acagataaan nngttcaagc tttgatg 
<210> 10 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 10 

catcaaagct tgaacnnntt tatctgtgtt taataac 
<210> 11 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz; PCR-Primer 
<400> 11 

gttattaaac acagataaac cgnnncaagc tttgatg 
<210> 12 
<211> 37 
<212> DMA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 12 

catcaaagct tgnnncggtt tatctgtgtt taataac 
<210> 13 
<211> 33 
<212> DNA 
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<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 13 

cgaggcgcct ggtnnngtaa cgcgctactt ate 
<210> 14 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<40O> 14 

gataagtagc gcgttacnnn accaggcgcc teg 
<210> 15 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 15 

cctggtcgtg taacgegenn nttatcaagt cage 
<210> 16 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 16 

gctgacttga taannngege gttacacgac cagg 
<210> 17 
<211> 40 
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<212> DNA 

<213> Kiinstliche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 17 

gctttgataa aaacttannn caagcgctta aatttgtacg 40 
<210> 18 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 16 

cgtacaaatt taagcgcttg nnntaagttt ttatcaaagc 40 
<210> 19 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 19 

ggcgacgaac tannngttct gattcctcag 30 
<210> 20 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 20 

ctgaggaatc agaacnnnta gttcgtcgcc 30 
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. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 
the description: 

pages _ 

pages 

pages 



1-27 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-17 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



_ , filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/2-2/2 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



1-16 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language wnicn is. 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
[ | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

^ contained in the international application in written form. 

^\ filed together with the international application in computer readable form. 

| | furnished subsequently to this Authority in written form. 

| | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

| | The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



4. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

PJ the description, pages 

1 1 the claims, Nos. . 

1 ] the drawings, sheets/fig 



5. 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 



Form PCT/IPE A/409 (Box I) (July 1998) 



INTERNATIONAL PREL 



ARY EXAMINATION REPORT 



•itional application No. 
PCT/EP00/07252 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

| | the entire international application. 

IXI claims Nos. 3-17 (in part). 



because: 



i — I the said international application, or the said claims Nos. _ . . — . — - 

I I re i ate t0 the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specijy): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



, — | the claims, or said claims Nos ar e so inadequately supported 

I I by the description that no meaningful opinion could be formed. 

[><?! no international search report has been established for said claims Nos. 3-17 (in part). . . 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 
| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (1A) 



Claims 




6, 15 




YES 


Claims 


1-3, 


7-13, 16, 


17 


NO 


Claims 




6, 15 




YES 


Claims 








NO 


Claims 


1-3, 


6-13, 15- 


17 


YES 


Claims 








NO 



Citations and explanations 

1. Citations 

Dl: Maves et al . (1997) FEBS Letters 414: 213-218 

2 . Novelty and inventive step 

The present application concerns modified cytochrome 
P450 monooxygenases, in particular from Bacillus 
megaterium, that show a substrate profile modified 
by mutations in their substrate-binding region, in 
comparison with their wild type, nucleic acid 
sequences that encode them and expression 
constructs, veccors and recombinant micro-organisms 
based thereon. Moreover, a method is described for 
the enzymatic production of terminally or 
subterminally hydroxylated aliphatic carboxylic 
acids in which such a modified cytochrome P450 or 
recombinant micro-organism is used. 



Dl describes a cytochrome P450 mutant from B . 
megaterium in which Pro- 25 was mutated to Glu. Test 
in which substrates were converted by means of the 
mutant show a modified substrate profile and 
modified hydroxylation specificity (preferred 
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hydroxylation of the Q-3 position by the mutant) . 

Claims 1-3 and 7-11, which concern the modified 
cytochrome P450 monooxigenase mutants, as well as 
Claims 12, 13, 16 and 17, which concern a method for 
the enzymatic production of terminally or 
subterminally hydroxylated aliphatic carboxylic 
acids, cannot be recognised to be novel over Dl and 
therefore do not meet the requirements of PCT 
Article 33 (2) . 



Claims 6 and 15, which concern a specific mutant 
(V26T) , meet the requirements of PCT Article 33(3) 
because the available prior art neither describes 
nor suggests the special mutation. 
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(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
M/40434-PCT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/07252 



WPITPQPC wnorcucM Slehe Mitteilun 9 uber die Obersendung des intemationalen 
vvci i cnco vuniatntlM vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatumfrag/A/fonat/Ja/w-; 
27/07/2000 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N9/00 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/07/1999 



Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I IS Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

ill H Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

□ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

B Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbhchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

□ Bestimmte angeffihrte Unterlagen 

□ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

□ Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



IV 

V 

VI 
VII 
VIII 



Datum der Einreichung des Antrags 
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Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
0fl D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichh; 
07.11.2001 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Kalsner, I 

Tel. Nr. +49 89 2399 8708 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-27 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 7 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2-2/2 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokol! in der Beschreibung, Seiten: 

1-16, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 
E3 zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die so/che Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
S Anspruche Nr. 3-17 (teilweise). 



□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 



□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

S Fur die obengenannten Anspruche Nr. 3-17 (teilweise) wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 
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□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 6,15 

Nein: Anspruche 1-3, 7-13, 16, 17 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 6,15 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-3,6-13, 15-17 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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ZuAbschnittV:B qrund t F stst Hung h i nsichtlich N uh it. erfind rjsch r 
Tatigkeit u nd aewerblicher Anwendbarkeit 

1) Dokumente 



D1...Maves et al. (1997) FEBS Letters 414: 213-218 



2) Neuheit und erfinderische Tatigkeit 



Die vorliegende Anmeldung bezieht sich auf modifizierte Cytochrom P450 
Monooxygenasen, insbesondere solche aus Bacillus megaterium, die durch 
Mutationen in ihrem Substrat-bindenden Bereich ein im Vergleich zum Wildtyp 
verandertes Substratprofil zeigen, Nukleinsauresequenzen, die dafiir kodieren, 
sowie darauf basierende Expressionskonstrukte, Vektoren und rekombinante ' 
Mikroorganismen. Desweiteren wird einVerfahren zur enzymatischen Herstellung 
von terminal oder subterminai hydroxylierten aliphatischen Carbonsauren, in 
welchem ein solches modifiziertes Cytochrom P450 bzw. ein solcher 
rekombinanter Mikroorganismus verwendet wird, beschrieben. 

D1 beschreibt eine Mutante von Cytochrom P450 aus B. megaterium, bei dem 
Pro-25 zu Glu mutiert wurde. Tests, in denen Substrate mittels der Mutante 
umgesetzt wurden, zeigen ein verandertes Substratprofil und veranderte 

Hydroxylierungs-Spezifitat (bevorzugte Hydroxylierung der «-3-Position durch die 
Mutante). 



Anspruche 1-3 und 7-11, die sich auf die modifizierte Cytochrom P450 
Monooxigenase-Mutante beziehen, sowie Anspruche 12, 13, 16 und 17, die sich 
auf ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung von terminal oder subterminai 
hydroxylierten aliphatischen Carbonsauren beziehen, konnen gegeniiber D1 nicht 
als neu anerkannt werden und entsprechen demnach nicht den Erfordernissen 
von Art. 33(2) PCT. 



Anspruch 6 und Anspruch 15, die sich auf eine spezifische Mutante (V26T) 
beziehen, entsprechen den Erfordernissen von Art. 33(3) PCT da die spezielle 
Mutation weder im vorliegenden Stand der Technik beschrieben noch nahegelegt 
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ist. 
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